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Uber die Wirkung von Nebennierenrindenhormonen 
auf den Basalstoffwechsel, I 


Untersuchungen an Ascites-Carcinomzellen 
Von 
H. J. Hiibener und Stella Cloeren 
Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
(Ausgefithrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28, Dezember 1956*) 


Zu den augenfalligsten Wirkungen der Nebennierenrindenhormone 
(NNR-H) gehéren die verstirkte Bildung von Glykogen!? und von 
Glucose’. An sich kénnten beide Wirkungen durch direkten Einflu8 
der NNR-H auf die Enzyme der Glykolyse zustande kommen, doch 
widersprechen sich die Angaben hieriiber*. Nach unseren Unter- 
suchungen férdern die NNR-H dagegen die Glykogen- und Trauben- 
zuckersynthese indirekt, wahrscheinlich dadurch, daB sie die Sub- 
stratverteilung zwischen Cytoplasma und geformten Bestandteilen 
der Zelle steuern. 

Auswahl der Steroide. Wir wahlten Cortisol (44-Pregnen-triol- 
[11f. 17«. 21]-dion-[3.20]) fiir diese Untersuchungen, weil es biologisch 
hoch aktiv und relativ gut wasserléslich ist. Aus friiheren Unter- 
suchungen wuBten wir, da Carcinomzellen (HAP-3; By-la) und 
Sarkomzellen (HS, 1) NNR-H nicht enzymatisch verindern®. Dies 
bestitigte sich bei den Versuchen mit Ascites-Krebszellen. Cortisol 
wurde namlich nach den Experimenten unverindert wiedergefunden. 


Um etwas dariiber aussagen zu kénnen, ob die beobachteten Wir- 
kungen von Cortisol spezifisch fiir die aktiven NNR-H sind, haben wir 
dieses Steroid mit dem biologisch sehr gering wirksamen ,,epi-Cortisol‘‘® 
verglichen. ,,epi-Cortisol“ ist stereoisomer zu Cortisol. Es unter- 
scheidet sich von diesem nur dadurch, daB die Hydroxylgruppe am 


* Abgeschlossen am 23. Juni 1957. 

1 R. M. Reinecke u. E. C. Kendall, Endocrinology 382, 585 [1943]. 

2 R. E. Olsen, F. A. Jacobs, D. Richert, 8S. A. Thayer, L.J. Kopp u. 
N. J. Wade, Endocrinology 35, 430 [1944]. 

31. D. Welt, De Witt Stettenjr., D. J. Ingle u. E. H. Morley, J. biol. 
Chemistry 197, 57 [1952]. 

4 F. Verzar, Vitamins and Hormones X, 297 [1952], Acad. Press. Ine. 
Publishers N. Y.; W. Dirscherl, Hormone u. ihre Wirkungsweise, 5. Coll. f. 
Physiol. Chemie Mosbach 1954, Springer-Verlag Heidelberg. 

5 Gemeinsam mit Dr. J. I. Salomon u. Dr. L. Bradlow im Sloan-Kettering- 
Institut, New York, durchgefiihrt. 

6 A. Segaloff u. B. N. Horwitt, Science [Washington] 118, 220 [1953]. 
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2 H. J. Hiibener und Stella Cloeren, Bd. 309 (1957) 
C-Atom 11 in «-Stellung (hinter der Ringebene) und nicht in #-Stellung 
(vor der Ringebene) steht. Seine chemischen Eigenschaften aihneln denen 
des Cortisols daher weitgehend. 


Ergebnisse 


Mause-Ascites-Krebszellen werden unter physiologischen Bedin- 
gungen nach dem Vorschlag Warburgs in Mause-Ascitesserum suspen- 
diert und Atmung und Milchsiéurebildung mit der Zweigefi&methode’ 
gemessen. Hierbei férdert Cortisol die Milchsaéurebildung in allen Ex- 
perimenten tibereinstimmend um durchschnittlich + 54% gegeniiber 
den Kontrollen (Tab. 1). Dagegen ist die Atmung haufig nicht, mitunter 
wenig vermindert (Tab. 1). Kippt man nun nach 30 Min. konstanter 
Atmung 2.4-Dinitrophenol (DNP) zu den Ansiitzen, so wird die Atmung 
in den Ansiatzen mit Cortisol stark gehemmt (— 79%), in denen ohne 
Cortisol dagegen gefordert. AuBerdem sinkt nach Zugabe von Dinitro- 
phenol die Milchsaéurebildung wieder auf die Kontrollwerte ab. 


Tab. 1. Aerober Stoffwechsel von Mause-Ascites-Carcinomzellen. 
Bedingungen: Mause-Ascites-Serum, 38° C. Gasphase: 5 Vol.-°% CO, in rein- 

stem Sauerstoff 1 mg Glucose pro cem Ascites-Serum zugesetzt. Trockengewicht etwa 

10 mg pro Ansatz. Reaktionsvolumen 7 ccm. Cortisol: 2 x 10~4-m.: DNP:10-4-m. 






































DNP 
; ° DNP DNP A Qn AQ 
Nr. Zeit Cortisol Qo, ON Q Q°: durch dents 
O2 ™ Cortisol : 
Cortisol 
II, 10} 30’ + —11,5} 20,5 |— 6,0] 17 + 74% | — 61% 
II, 10] 30’ —- — 9,6 11,8 | — 15,2 16,3 
II, 12; 30’ a — 8,9 31,1 — 1,3 27,2 +51% | — 89% 
II, 12} 30’ oa — 7,9 20,6 | —11,5 18,7 
II,18]| 30’ + — 6,9] 40,00 |— 5,4 32,8 + 56% | -- 64% 
II, 18] 30’ a= — 14,1 25,6 |—15,0| 30,5 
III, 8 20’ oe —14 55 0 47 + 35% | — 100% 
ITT, 8 20’ = — 22 36 — 38 47 
im Mittel + 54% | — 79% 


Die Wirkung des Steroids ist besonders eindrucksvoll, da das kleine 
GefaB nach dem Zukippen von Dinitrophenol in Gegenwart von Cortisol 
weit starker positive Drucke aufweist, als das groBe, waihrend es ohne 
Cortisol umgekehrt ist. 

La&t man dieselben Ascites-Krebszellen statt in Serum in Krebs- 
Ringerloésung atmen, so hemmt Cortisol die Atmung bereits ohne Zusatz 
von Dinitrophenol. Gibt man nun Dinitrophenol zum Ansatz zu, so 
steigt die Atmung ohne Cortisol um etwa 10—30%, in Gegenwart von 

7 0. Warburg, Biochem. Z. 152, 51 [1924]; ebenda 164, 481 [1925]; O. 
Warburg, K. Gawehn u. A.-W. GeiBler, Z. Naturforsch. 11b, 657 [1956]. 
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Cortisol wird dagegen die atmungssteigernde Wirkung des Dinitrophenols 
unterdriickt (siehe die Abbildung). 
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Der EinfluB von Cortisol auf die Atmung von Ascites-Carcinom- 
zellen mit und ohne DNP-Zusatz. 


Dreimal gewaschene Ascites-Carcinomzellen in 3 ccm Krebsringer-Phosphat- 
lésung ohne Substratzusatz (endogenes Substrat). 23 mg Trockengewicht pro Ansatz. 

A: Atmung mit endogenem Substrat ohne Zusitze, B: Zusatz von DNP 
(2 x 10-5-m.) nach 10 Min., C: mit 2 x 10~-4-m. Cortisol. 

D: Zusatz von Cortisol und DNP in den unter B und C angegebenen Kon- 
zentrationen. 


Tab. 2. Vergleich der Wirkung von Cortisol und epi-Cortisol (jeweils 
2 x 10-4-m.) auf die mit DNP vergiftete Atmung von Mause-Ascites- 
Carcinomzellen (Parallelversuche). 

In Klammern wurden die entsprechenden mm* O,-Werte mit und ohne 
Steroidzusatz angegeben. Experimentelle Bedingungen sonst genau so wie, oben in 
der Abb.-Legende beschrieben. Trockengewichte 7—12 mg pro Ansatz. 





Hemmung des Sauerstoffverbrauches in % 



































durch Cortisol durch ,,e~i-Cortisol‘‘ 

DNP m/1 : : : : s s 
15 Min. | 30 Min. | 60 Min. | 15 Min. | 30 Min. | 60 Min. 

6 x 10-5 — 45 — 38 — 33 +0 — 4 — 6 
(18; 33) | (39; 62) | (72; 107) | (22; 22) | (48; 50) | (88; 94) 

2 x 10-5 — 29 — 23 — 23 —14 —14 — 4 
(25; 35) | (53; 69) | (89; 116) | (24; 28) | (49;57) | (94; 98) 

3 x 19-5 — 50 — 39 — 35 —15 — 16 —17 
(13; 26) | (30; 49) | (56; 86) } (22; 26) | (41; 49) | (71; 86) 

10-5 — 65 — 48 —4l1 —19 —12 —15 
(9; 26) | (26; 50) | (53;90) | (21;26) | (44; 50) | (77; 91) 

poe | —47 | — 37 | — 33 | om | —112 | a 


1* 
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Cortisol hemmt wahrscheinlich die Atmung der Krebszellen in 
Ringerlésung deswegen bereits ohne Dinitrophenol, weil durch die 
Elektrolytlésung die oxydative Phosphorylierung zum groBten Teil 
schon entkoppelt ist’. 

Uber die Spezifitat der Atmungshemmung durch NNR-H. 
Wie aus Tab. 2 ersichtlich ist, hemmt.Cortisol die Atmung etwa vier- 
mal starker als epi-Cortisol. Die beschriebene Wirkung ist also recht 
spezifisch fiir das biologisch aktive Hormon. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die erhéhte Milchsaurebildung unter Cortisol deuten wir damit, daB 
die Brenztraubensiure (BTS) von den geformten Bestandteilen der 
Zelle vermindert umgesetzt wird. 

Es ist méglich, daB die Aminosiure- und die Fettsiuresynthese 
die BTS-verzehrenden Reaktionen sind, die durch NNR-Hormone 
gehemmt werden. Hierfiir spricht, dafs Cortison,im Gesamtorganismus 
antianabol auf die EiweiBsynthese wirkt® und die Fettsynthese der 
Leber in vitro hemmt??. 

Kine Begiinstigung der ATP-Bildung halten wir auf Grund unserer 
Untersuchungen mit Leberpriparaten™ fiir weniger wahrscheinlich. 
Auch sprechen Untersuchungen an Leberschnitten! gegen einen ver- 
mehrten Abbau von Glucose unter Cortison. 

Warum die Atmung der Krebszellen in Gegenwart von Cortisol nach 
Zukippen von Dinitrophenol gehemmt wird, k6nnen wir vorerst nicht er- 
kliren. Vielleicht wird man diese Beobachtung erst verstehen, wenn die 
Wirkungsweise des Dinitrophenols auf die Atmung geklart ist. Ratten- 
leberhomogenate verhielten sich in dieser Hinsicht genau so. Auch in 
Leberhomogenaten wird die Atmung im allgemeinen erst nach Zugabe 
geringer Mengen Dinitrophenol gehemmt™. Leberschnitte und Leber- 
mitochondrien verhielten sich dagegen anders". 


Die Ergebnisse sollen im Zusammenhang mit den Untersuchungen 
an anderen Zellen ausfiihrlicher besprochen werden. 


[Methodik 


Die manometrischen Messungen erfolgten nach den Angaben von War- 
burg’. Das Protokoll eines Experimentes fiigen wir bei (Tab. 3). 

Lésen der Steroide: Das abgewogene Steroid wurde mit 10 bis 15 ccm 
Serum in ein 25-ccm-MeBkélbchen iibergefiihrt. In das Kélbchen wurden ferner 
etwa 15 Glaskugeln gebracht und dasselbe iiber Nacht bei 2—4° durch einen Elektro- 
motor mit etwa 20 U/Min. gedreht. 


8 O. Warburg, K. Gawehn u. A.-W. GeiBler, Z. Naturforsch. 12b, 115 
[1957]. 

® I. Clark, J. biol. Chemistry 200, 69 [1953]. 

10 R. O. Bradey, F. D.W. Lukens u. 8. Gurin, J. biol. Chemistry 193, 
459 [1951]. 

11H. J. Hiibener u. 8. Cloeren, Naturwissenschaften, im Druck. 
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Tab. 3. Protokoll eines Versuches tiber den Stoffwechsel 
von Mause-Ascites-Carcinomzellen. 


a) Mause-Ascites-Serum. 38°C. Gasphase 5% CO, in O,. Milchsaureretention 
0,48 mm Brodie in 6 ccm Serum. 1 mg Glucose pro ccm Serum zugesetzt. Trocken- 
gewicht 12 mg. Zusatz von Cortisol (2 x 10-4-m.). Nach 30 Min. konstanter Atmung 
wurde 10-*-m. 2.4-Dinitrophenol zugekippt. 
Kleines GefaB: Vg = 8,83 com; Vp = 6 ccm; ko, = 0,79; 
. 2S 
ko, = 1,12; ko, —_ 1,60 
GroBes GefiB: Vg = 14,91 com; Ve = 6 ccm; Ko, = 1,32; 
Koo, = 1,65; K§g°™ = 2,13 
































Zeit 
(Min.) h(kl.Gef.) | H(gr.Gef.) | xp, Zoo, Qo, Qi 
30 + 81 + 70,5 — 53,5 + 240 — 8,9 + 31,1 
DNP 
Zugabe 
20 + 65 + 54 — 26,5 + 160 — 6,6 + 33,4 
30 + 98 + 75 — 17,5 +171 —1,3 + 27,2 
b) Bedingungen wie bei a), jedoch ohne Cortisolzugabe. 
Kleines GefiB: Vg = 8,57 com; Ve = 6 ccm; ko, = 0,77; 
ko, = 1,10; 65"™ = 1,58 
GroBes GeféB: Vg = 14,61 com; Ve = 6 ccm; Ko, = 1,29; 
s 
Koo, = 162; KGG°™ = 2,10 
Zeit 
(Min.) h (kl. Gef.) | H(gr.Gef.) | 2, Zoo, Q, e: 
30 +47 + 45 —~—@5S | + 192 —7,9 | + 20,6 
DNP 
Zugabe 
20 + 30 + 32 — 37 + 122 —9,3 | + 21,5 
30 + 26 + 34 — 69 +182 | —11,5 | + 18,7 

















Wurde an Stelle des Serums Krebs-Ringerlésung verwandt, so wurde ent- 
sprechend verfahren, lediglich lésten wir das Steroid bei 38°. Nach 10—12 Stdn. 
wurden die Lésungen zentrifugiert und ein aliquoter Teil den Ansatzen zugegeben. 
Beim Serum setzte sich beim Zentrifugieren ein geringer, glasiger Niederschlag ab, 
den wir verwarfen. Den Kontrollen wurde die gleiche Menge gleich behandeltes 
Serum bzw. Elektrolytlésung zugegeben, die jedoch kein Steroid enthielten. Bei 
diesem Vorgehen lésen sich etwa 200 y Cortisol, Prednisolon oder epi-Cortisol pro 
cem. In die Warburg-GefaBe wurden etwa 1—3 ccm dieser Lésung einpipettiert. 
Ein aliquoter Teil dieser Serum-Steroid-Lésung (0,2 com) wurde mit Methanol 
(5 ccm) verdiinnt und iiber Nacht bei 0° aufbewahrt. Am folgenden Tag zentri- 
fugierten wir die Lésung und photometrierten das Steroid quantitativ bei 240 my. 
Als Leerwert diente die gleich behandelte Lésung ohne Steroid. Arbeitet man mit 
Elektrolytlésungen, so kann nach dem Verdiinnen mit Methanol direkt photo- 
metriert werden. 

Es sei hervorgehoben, daB wir auf das Lésen des Steroids in organischen 
Lésungsmitteln verzichteten, da die Ergebnisse hierdurch verfalscht werden kénnen. 

Prainkubieren des Steroids mit Ascites-Krebszellen: Die Zellen 
wurden vor dem Bebriiten mit dem Steroid equilibriert. Dazu wurde Zellmaterial, 
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das etwa 10mg Trockengewicht entsprach, mit 507 y Cortisol in 7 cem Serum 
(2 x 10-4-molar) bei 2—4° fiir 20--45 Min. prainkubiert. Die Dauer des Prainku- 
bierens hatte keinen sicheren Einflu8 auf die Ergebnisse. 

Papierchromatographische Analyse der Steroide: Nach dem In- 
kubieren wurden die Zellsuspensionen aus den Warburg-GefaBen herauspipettiert, 
die Steroide mit Chloroform extrahiert!? und anschlieBend in dem System IV* 
papierchromatographiert. Dieses System kann auch bei Raumtemperatur ver- 
wandt werden. Prednisolon wurde in ihm giit von Cortisol in 24 Stdn. getrennt. 
Nach der Chromatographie wurde kontaktphotographiert, die UV-Licht absor- 
bierenden Stellen in Papier mit Methanol eluiert und im UV-Licht quantitativ 
bestimmt}, 

Wir sind den Farbwerken Hoechst fiir die groBziigige Uberlassung der 
bei diesen Versuchen verwandten Steroide zu groBem Dank verpflichtet. 

Einer der Autoren (H. J. Hiibener) ist Herrn Prof. Warburg zu Dank 
verpflichtet, weil er in Dahlem Gelegenheit hatte, die ZweigefaBmethode zu er- 
lernen. 

Zusammenfassung 


Cortisol férdert die Milchsiurebildung von Ascites-Krebszellen in 
Ascites-Serum im Durchschnitt um 54° und hemmt den Sauerstoff- 
verbrauch dabei nicht oder nur gering. 

Nach Zusatz von Dinitrophenol dagegen sinkt der Sauerstoff- 
verbrauch der Ascites-Krebszellen in Gegenwart von Cortisol stark ab 
(— 79%), wahrend er ohne Cortisol ansteigt. 

epi-Cortisol wirkt etwa 4 mal schwicher auf die Atmung als Cortisol. 


Summary 


Cortisol has been found to produce an average increase of 54 per 
cent in the production of lactic acid by ascites tumour cells in ascites 
serum. It has at most a slight depressant effect on the oxygen consump- 
tion. In the presence of cortisol dinitrophenol depresses the oxygen con- 
sumption of ascites tumour cells by 79 per cent; in the absence of cor- 
tisol the oxygen consumption is increased. The action of cortisol on the 
respiration is approximately four times greater than that of epi-cortisol. 


2H. J. Hiibener u. D. Amelung, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 293, 
126 [1953]. 

13H. J. Hibener, D.K. Fukushima u. T. F. Gallagher, J. biol. Che- 
mistry 220, 499 [1956]. 
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Uber Aktivatoren der Carboanhydratase 
Von 
Herbert Keller 
Aus cem Institut fiir Organische Chemie der Rhein.-Westf. Techn. Hochschule Aachen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Mirz 1957) 


Von Torda und Wolff! wurde berichtet, daB durch gewisse Phar- 
maka, die der Gruppe der antikonvulsiv wirksamen Arzneimittel zu- 
geordnet werden, die katalytische Wirkung der Carboanhydratase ver- 
stirkt wird. Mittels kolorimetrischer Methoden untersuchten die Autoren 
die BeeinfluBbarkeit der enzymkatalysierten Hydratation und Dehydra- 
tation der Kohlensiure. Dabei fanden sie, daB die Enzym-Katalyse 
durch Hydantoin, 3-Methyl-5-athyl-5-phenyl-hydantoin und 5-Athyl- 
5-phenyl-barbitursiure beschleunigt wird; am wirksamsten waren Athy]- 
phenyl-barbiturséiure, dann Hydantoin und schlieBlich Methyl-athyl- 
phenyl-hydantoin in Konzentrationen von 10-°—10-*-molar. Als Fer- 
ment benutzten die Autoren ein relativ wenig gereinigtes Meldrum- 
Roughton?- Priparat. 

Vor einiger Zeit war bereits mitgeteilt worden*, daB durch gewisse 
krampferzeugende Substanzen, wie Campher und Pentamethylentetrazol, 
die Aktivitaét der Carboanhydratase gehemmt wird. Wenn nun aber die 
biologischen Antagonisten dieser Stoffe das Ferment in umgekehrter 
Richtung beeinflussen, so wire hier erstmals die spezifische Wirkung 
und Gegenwirkung zweier Substanzen im lebenden Organismus auf ein 
isoliertes Fermentmodell tibertragen. Ein analoges Beispiel fiir diese 
Wirkung ist bis heute nicht bekannt; daher war es von besonderem 
Interesse, die Befunde von Torda und Wolff nachzupriifen. 


Methodik 


Die Dehydratation der Kohlensaéure wurde mit Hilfe der schon beschriebenen*® 
Warburg-Methode nach Krebs und Roughton*‘, die Hydratation des Kohlen- 
dioxyds dagegen mittels einer photometrischen Anordnung gepriift. Diese basiert 
auf der Methode von Brinkmann‘, die zur Erzielung gréBerer Exaktheit mittels 
einer unten beschriebenen, elektro-mechanischen Apparatur weiter ausgebaut 
wurde. 

Die Hydratationsmethode bot mehrere Vorziige. Das Fehlen des Gasraumes, 
mit dem ein Absorptionsgleichgewicht hergestellt werden muB, und der Umstand, 
daB das CO, von vornherein in der Reaktionsfliissigkeit gelést ist, erméglichen 


1 C. Torda u. H. G. Wolff, J. Pharmacol. exper. Therapeut. 95, 444 [1949]. 
2 N. U. Meldrum u. F. J. W. Roughton, J. Physiology 80, 113 [1933]. 
3H. Keller, diese Z. 299, 93 [1953]. 

4H. A. Krebs u. F. J. W. Roughton, Biochem. J. 48, 550 [1948]. 

5 R. Brinkmann, J. Physiology 80, 170 [1934]. 
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sehr genaue und gut reproduzierbare MeBergebnisse. Die Mengen an CO, und 
Hydrogencarbonat kénnen so gewahlt werden, dai sie den physiologischen Ge- 
gebenheiten nahekommen. 

Das Prinzip der Reaktion ist relativ einfach: In eine Hydrogencarbonat- 
Carbonat-Pufferlésung, die durch einen geringen Zusatz von Phenolrot angefarbt 
ist, wird eine definierte waBrige CO,-Liésung eingebracht. Durch Hydratation des 
freien CO, zu H,CO, werden zunehmend H-Ionen frei. Dadurch wird der Puffer 
verbraucht, und es erfolgt Umfarbung 
des Indikators. Der py-Wert sinkt 
Hg Lampe egy der Reaktion von 8,4 auf 

' 6,8 ab. 
<p> Seraues : Fiir die Zulassigkeit dieser Me- 
\! thode sind mehrere Umstiande wesent- 
Mevette lich: In geringer Konzentration iibt 


Pipettiergerat 


Kontakt 


Photozelle | 










Wechselstrom-Verstarker [ 
Galvanometer 
Mattscheibe 


Photozelle II 
Verstarker I] 


der Indikator keinen nennenswerten 
EinfluB auf den Reaktionsablauf aus. 
Die Anderung des pq-Wertes, der wih- 
rend der letzten Sekunden der Messung 
von 8,4 auf 6,8 absinkt, kann hinsicht- 
lich der Fermentaktivitét vernach- 
lassigt werden. Die Reaktion verlauft 





zum weit iiberwiegenden Teil im ge- 
Relais pufferten Bereich, und die Meb- 
periode wird beendigt, sobald die 
Wasserstoffionenkonzentration erheb- 
lich zunimmt. Dariiber hinaus ist die 
durch die py-Verschiebung bedingte 
Aktivitétsminderung bei allen An- 
sitzen gleich. 

Der Mangel der Methode besteht 
darin, daB es nicht méglich ist, die 
Kinetik der Katalyse fortlaufend zu 
verfolgen. Die Messungen erlauben 


: lediglich eine Aussage iiber die Zeit- 
Abb. 1. Apparatur zur photometrischen dauer, die notwendig ist, um nach 


Messung der Hydratation des Kohlen- Suton dar Mebdeniael.< tien 
dioxyds. Heliuterung im Text. jeok Hydratation des peda die 
; notwendigen Mengen an dissoziierter 
Kohlensaure zu bilden, damit die Pufferkapazitat verbraucht wird und durch 
iiberschiissige H-Ionen der py-Wert rasch absinkt. Es wird demnach nur der An- 
fangsteil der Hydratation in seiner Geschwindigkeit verfolgt. 

Zur Objektivierung des Indikatorumschlages und zur prazisen zeitlichen 
Definition wurde eine elektrophotometrische Anordnung mit einer elektromecha- 
nischen Zeitmarkierung gekuppelt. Die Anlage war in einem Kiihlraum aufgebaut, 
dessen Temperatur auf 2/,,° konstant war. Alle Arbeiten wurden bei + 1° durch- 
gefiihrt. Als Reaktionsgefa8 diente eine Kiivette von 3 mi Inhalt. Sie stand im 
Strahlengang monochromatischen Lichtes von der Wellenlange 578 mu. Die 
Schichtdicke der Kiivette betrug 10 mm mit einer Abweichung von -+- 0,001 mm. 
Unmittelbar hinter der in einer Halterung fest eingespannten Kiivette befand sich 
eine Hochvakuum-Photozelle, deren Impulse, von einem Verstiarker aufgenommen, 
auf ein Spiegelgalvanometer iibertragen wurden. Die Spiegelstellung des Galvano- 
meters wurde durch eine Lichtmarke auf einer geeignet angeordneten Mattscheibe 
sichtbar. Auf dieser Mattscheibe war eine zweite Photozelle angebracht. Wenn die 
Lichtmarke sich iiber die Scheibe hinwegbewegte, so traf sie auf die zweite Photo- 
zelle. Deren Impulse, verstarkt iiber einen zweiten Verstarker und ein Relais, 
steuerten elektromechanisch den Ausschalter einer Stoppuhr. Diese Stoppuhr 
wurde zu Beginn der Reaktion dadurch in Gang gesetzt, daB in die Pufferlésung 
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der Kiivette die CO,-Lésung mittels eines sogenannten Pipettierapparates einge- 
driickt worden war, wobei der Einschaltkontakt der Stoppuhr automatisch ge- 
schlossen wurde. Die Messungen volJzogen sich demnach in der folgenden Weise 
(Abb. 1): 

Die Kiivette wurde in der Halterung befestigt, die Auslaufspitzen von zwei 
Pipettiergeraten derart eingebracht, daB die Pufferlésung von oben in die Kiivette 
einlief, wihrend die Substratlésung (d. h. die CO,-Lésung) dagegen von unten 
nach oben eingedriickt wurde. Zum Austemperieren waren alle benétigten Gerate, 
Lésungen usw. stets im Kihlraum aufbewahrt. Nun wurde die Kiivette aus dem 
Pipettiergerat erst mit Pufferl6sung und unmittelbar anschlieBend mit CO,-Lésung 
beschickt. Durch die Betitigung des zweiten Pipettiergerates wurde ein Kontakt 
betatigt, der die Stoppuhr in Gang setzte. Nach einiger Zeit begann die Lichtmarke 
zu wandern, streifte die Photozelle auf der Mattscheibe, wodurch die Stoppuhr 
angehalten wurde. Nach Notierung des abgelesenen Wertes ersetzten wir die 
Kiivette durch eine neue, und es konnte die nichste Messung vorgenommen werden. 
Durch diese Automatisierung lieB sich eine auBerordentlich hohe Reproduzierbar- 
keit der Ergebnisse erzielen. Die zu priifende Substanz wurde zunachst in An- 
sitzen ohne Ferment dem Puffer beigemischt und die Reaktionszeit festgelegt. 
Diese muBte mit dem zuvor bestimmten Wert einer nicht katalysierten Leer- 
Reaktion, d. h. ohne Priifsubstanz, iibereinstimmen, was nur bei Verdiinnungen 
von mehr als 10—5-mol. der Fall war. Konzentrationen, die eine Verainderung der 
Reaktionsgeschwindigkeit der nicht katalysierten Reaktion zur Folge hatten, 
konnten nicht untersucht werden, da wir in Anbetracht der in ihrem Verlauf weit- 
gehend unbekannten Kinetik nicht eine Extrapolation auf den Pufferwert 0 der 
Priifsubstanz durchfiihren konnten. Nachdem sichergestellt war, da die Priif- 
substanz in der fraglichen Konzentration keinen Einflu8 auf den Ablauf der un- 
katalysierten Reaktion hatte, fiihrten wir einen Vergleich zwischen der ferment- 
katalysierten Reaktion mit und ohne Priifsubstanz durch. Als Enzym-Konzen- 
tration wurde dabei eine Menge verwandt, die 25% derjenigen Menge ausmacht, 
welche die Reaktionszeit der nicht katalysierten Reaktion auf die Halfte herab- 
setzt. Dies entspricht in der GréBenordnung etwa einem Viertel einer Roughton- 
Einheit. 

Als Pufferlésung dienten: 

a) 1,68 g NaHCO,/1000 m/ Wasser 
b) 0,121 g Na,CO,/100 ml Wasser 

a) und b) wurden im Verhiltnis 100:6 gemischt und mit 37 mg Phenolrot/I 
versetzt. 

Als Substratlésung diente: 

1,68 g NaHCO,/800 ml Wasser, aufgefillt auf 1000 ml 
mit n/10-HCl = 0,5-10-?-mol.CO,-Lésung. 

Die Mengenverhialtnisse waren: 1 m/ Pufferlésung, 0,1 m/ Substratlésung, 
0,05 ml Ferment und 0,05 ml Priifsubstanz. Ferment und Priifsubstanz befanden 
sich mit dem Puffer im gleichen GefaB, so daB davon insgesamt ein Volumen von 
1,2 ml verwendet wurde. In den Versuchen, bei denen ohne Ferment oder ohne 
Priifsubstanz gearbeitet werden sollte, wurde die entsprechende Menge dest. 
Wassers zugesetzt. 

Die Hydrogencarbonat-Pufferlésung hatte einen py-Wert von etwa 8,6. Zur 
Berechnung der Ergebnisse, die als eine Funktion der Zeit registriert wurden, war 
es notwendig, die Apparatur mittels Standard-Pufferlésungen von verschiedenen 
bekannten py-Werten zu eichen, um aus dem py zur Zeit ¢t die Konzentration an 
hydratisiertem Kohlendioxyd ermitteln zu kénnen. Perrin® hat gefunden, daf8 
fiir Systeme ahnlich dem unseren die Beziehung gilt: 

[Be] + [HB] 
[CO], = [CO.]) — [B°]o + 1 + [H®]/K’ 


6 D. D. Perrin, Biochem. J. 48, 502 [1951]. 
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wobei [B®] = Anionenkonzentration des Puffers, [HB] = Saurekonzentration des 
Puffers und K = Dissoziationskonstante des Puffers bedeuten. 
Auf Grund dieser Ermittlungen konnte die Formel 
rae In [CO,]) — In [CO], 
t > 
d. h. die unimolekulare Geschwindigkeitskonstante der jeweils vorliegenden Reak- 
tion unschwer berechnet werden. ; 

Es wurde entsprechend den Empfehlungen Roughtons’ gréBter Wert auf 
peinliche Sauberkeit der Glasgerate und gréBte Reinheit des verwendeten Wassers 
gelegt. 

Als Enzympraparat diente ein Produkt, das nach den Vorschriften von 
Meldrum und Roughton® bereitet war. Der Alkohol-Wasser-Auszug war im 
Tiefkiihltrockenverfahren in feste, pulverisierte Form iibergefiihrt worden. Dieses 
wenig gereinigte Praparat hatte einen Zinkanteil von 0,12%. Die Abhangigkeit 
der Enzymaktivitat von der Konzentration zeigt die Abb. 2. 
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Abb. 2. Abhangigkeit der Reaktionsdauer von der Enzym-Konzentration. 


Abb. 3. Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstante von der Enzym-Konzen- 
tration, enispr. Abb. 2. 


Bei diesen Messungen ergab sich, daB das benutzte Enzympraparat pro 1 mg 
833 E enthielt. 

Die erste Ableitung dieser Kurve, wobei die Geschwindigkeitskonstante 1. Ord- 
nung auf der Ordinate als Funktion der Fermentkonzentration aufgetragen ist, 
gibt die graphische Darstellung (Abb. 3) wieder. Die Werte sind nicht unter Sub- 
traktion der Reaktionsgeschwindigkeit der unkatalysierten Reaktion auf Null be- 
zogen, sondern haben diesen Wert zur Basis. In analoger Weise wurde bei den 
Priifsubstanzen die Veranderung der Geschwindigkeitskonstante festgelegt. 

Priifsubstanzen: 

5-Athyl-5-phenyl-barbitursaure 
5-Athyl-5-phenyl-hexahydropyrimidin-dion-(4.6) 
5.5-Diphenyl-hydantoin 
3.5.5-Trimethyl-oxazolidin-dion-(2.4) 

Die Priifsubstanzen wurden in dest. Wasser in einer Konzentration von 
10-5 — 10-7-mol. gepriift. 

Als Vergleichssubstanzen, um etwaige Aktivierungen kennenzulernen, wurden 
die folgenden, von verschiedenen Autoren als Aktivatoren beschriebenen Sub- 


7 F.J.W. Roughton, Harvey Lectures, Ser. XX XIX, 96—42 [1943—1944]. 
& N. U. Meldrum u. F. J. W. Roughton, J. Physiology 80, 113 [1943]. 
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stanzen mit zur Priifung herangezogen: Pferdeserum, L-Cystein, Pepton, Histamin 
und Glutathion. 

In Ubereinstimmung zu dem Vorgehen von Clark und Perrin’ priiften wir 
zunachst, ob durch Peptonzusatz eine Stabilisierung des Fermentes zu erzielen 
war. Dadurch sollte eine vorgetiuschte Aktivierung unspezifischer Natur aus- 
geschaltet werden. Es zeigte sich jedoch, daB das verwendete Praiparat auch in 
hohen Verdiinnungen iiber 24 Stdn. véllig stabil war und durch 2stdg. Schiitteln 
bei + 22° mit einer Frequenz von 400 Schwingungen/Min. nicht meBbar in seiner 
Aktivitét abnahm. Peptonzusitze von 0,05—2% hatten keinerlei Effekt auf die 
Hydratations- oder Dehydratationskatalyse des Fermentes. Die Verdiinnung, bei 
der wir die Stabilitaét des Enzympraparates priiften, entsprach etwa einer Rough- 
ton-Einheit/ml. Das Fehlen eines Inaktivierungseffektes erklarten wir uns damit, 
daB unser Praparat die stabilisierenden Faktoren vom Typ des Peptons (vermut- 
lich Proteine ohne besondere Spezifitét) als Verunreinigungen mit sich fiihrte. 
Dies stimmt mit der Beobachtung von Clark und Perrin ® iiberein, wonach Pepton 
als Stabilisator um so wirksamer wird, je héher das verwendete Praparat gereinigt 
ist. Es kann das Pepton demnach nur dann wirksam werden, wenn hohe Ver- 
diimnungen vorliegen und das Ferment durch Adsorption oder die Einwirkung 
eines (mehr oder weniger unspezifischen) Inhibitors in seiner Aktivitaét beein- 
trichtigt wird. 


Ergebnisse 


Die als Aktivatoren beschriebenen Substanzen, Pferdeserum, Cy- 
stein, Pepton, Histamin und Glutathion, erwiesen sich als véllig un- 
wirksam. Im Gegensatz dazu erzielten wir bei Priifung der antikonvulsiv 
wirksamen Priaparate eindeutig eine VergréBerung der Reaktions- 
geschwindigkeit. Die Tabelle auf S. 12 zeigt das Ausma8 der Akti- 
vierung. In der Spalte 3 ist die Zeit (in Sek.) wiedergegeben, welche 
die enzymkatalysierte Reaktion ohne und mit Zusatz von Priifsub- 
stanzen bis zum Indikatorumschlag bendtigte. Spalte 4 zeigt die Reak- 
tionszeit in % der nichtkatalysierten Reaktion, die 160 Sek. in Anspruch 
nahm. Durch das Ferment allein wurde die Reaktionsdauer von 160 
auf 132 Sek., d. h. auf 82,5%, verkiirzt. In Anwesenheit der Priifsub- 
stanzen wurde dieser Wert weiter reduziert. Die Spalte 5 zeigt an, in 
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9 A. M. Clark u. D. D. Perrin, Biochem. J. 48, 495 [1951]. 
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welcher Weise dadurch die Reak- 
tionsgeschwindigkeit zunahm. 

Die Abhangigkeit der Akti- 
vierung von der Fermentkonzen- 
tration bei gleicher Aktivator- 
menge geht aus der Abb. 4 her- 
vor. Dieser Abbildung liegen Mes- 
sungen zugrunde, bei denen so- 
wohl die Fermentkonzentration als 
auch die ,,Aktivator‘‘-Konzentra- 
tion variiert wurde. (Konstant 
blieben alle iibrigen GréBen der 
beschriebenen Anordnung, _ins- 
besondere die Substratkonzentra- 
tion.) Als Ordinate wurden die 

Reaktionsgeschwindigkeitskon- 
stanten aufgetragen. Die Priifsub- 
stanz bei dieser MeBreihe war Di- 
phenylhydantoin. Aus der Darstel- 
lung geht deutlich hervor, wie der 
Zuwachs der Reaktionsgeschwin- 
digkeit (&) mit zunehmender Fer- 
mentkonzentration geringer wird. 
Als Basis dieser Berechnung dient 
die Geschwindigkeit der jeweiligen 
Fermentkonzentration ohne Zu- 
satz von Priifsubstanzen. Dem- 
nach sinkt mit zunehmender 
Fermentkonzentration bei gleich- 
bleibender Substratkonzentration 
die Aktivierbarkeit und kann nicht 
durch eine entsprechende Vergr6- 
Berung des Aktivatoranteils kom- 
pensiert werden. 

Mit der manometrischen Me- 
thode waren im Dehydratations- 
versuch die gleichen Ergebnisse 
zu erzielen: Mit und ohne Zusatz 
von Pepton war der CO,-AusstoB 
bei gleichen Versuchsbedingungen 
unveraindert. Ebenso waren alle 
gepriiften, als Aktivatoren be- 
schriebenen Substanzen nicht in 
der Lage, die Katalyse merkbar 
zu beschleunigen. In Ubereinstim- 
mung mit den photometrischen 
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Ergebnissen bei der Hydratation erwiesen sich auch hier die Priif- 
substanzen noch in sehr hohen Verdiinnungen als beschleunigend wirk- 
sam auf den Reaktionsablauf. Das AusmaB der Aktivierung war mit 
Sicherheit konzentrationsabhingig. Abb. 5 zeigt den Verlauf der un- 
katalysierten und der katalysierten Reaktion mit und ohne Zusatz 
von Diphenylhydantoin. In der Abbildung sind die nach der Warburg- 
Formel korrigierten MeBwerte der CO,-Bildung gegen die Zeit in Sek. 
aufgetragen. Eine Auswertung der erhaltenen Kurven, wie dies bei 
den photometrischen Ergebnissen geschehen ist, wurde nicht vor- 
genommen. Die Kurvenverzerrungen, die durch Adsorption des Kohlen- 








II = enzymkatalysierte Reaktion; III, 1V, 
V = Zusatz von 10-®, 10-5, 5:10-5 Mol 
Diphenylhydantoin zur katalysierten Re- //) 

aktion. 100 


Abb. 5. I = Nichtkatalysierte Reaktion; s 
& 
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dioxyds entstehen, sind so erheblich, daB eine Differenzierung der er- 
haltenen Werte nicht sinnvoll erscheint. Unabhangig davon jedoch, dab 
die Kurven nicht den wahren Verlauf der Dehydratation wiedergeben, 
ist die Aktivierung des Fermentes durch die Priifsubstanzen ohne 
weiteres ersichtlich. 


Zusammenfassend kann itber diese Versuche folgendes gesagt 
werden: 

1. Pferdeserum, Pepton, Cystein, Histamin und Glutathion in Kon- 
zentrationen bis zu 10-°-mol. bewirken keine Umsatzsteigerung der fer- 
mentkatalysierten Reaktion CO, + H,O == H,CO,. Dies trifft sowohl 
fiir den Hydratations- wie fiir den Dehydratations-Vorgang zu. 

2. Die gepriiften Abk6mmlinge des Hydantoins, der Barbitursiure 
und des Oxazolidins ergaben bei beiden Versuchsanordnungen in Kon- 
zentrationen ab 5 x 10-7-mol. einen sicher reproduzierbaren, beschleu- 
nigenden EinfluB auf die Umsatzgeschwindigkeit der enzymkataly- 
sierten Reaktion. Die nicht katalysierte Reaktion wurde von den Priif- 
substanzen nicht verindert. Dabei war bei beiden Versuchsanordnungen 
zu beobachten, da die aktivierende Fahigkeit vom Verhiltnis Ferment 
zu Effektor und von der absoluten Fermentkonzentration abhingig war. 
Praktisch wird die Aktivierung nur im Bereich relativ niedriger Ferment- 
konzentration eindeutig meBbar. 
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Diskussion 


Bei der Beurteilung von sog. Aktivator-Wirkungen auf die Carbo- 
anhydratase muf beriicksichtigt werden, da bisher kein Stoff als Akti- 
vator beschrieben worden ist, von dem nicht von anderer Seite mit- 
geteilt worden ist, er sei unwirksam oder habe nur Stabilisatoreigen- 


schaften. 

Die ersten Aktivator-Befunde wurden von Leiner?® 1940 mit der photo- 
metrischen Methode nach Brinkmann? erhoben. Main und Loke fanden 
mit der Philpot-Methode”, einer relativ unempfindlichen photometrischen 
Anordnung, bei einer gréBeren Anzahl von Substanzen, die z. T. auch von Leiner?® 
genannt sind, aktivierende Eigenschaften gegeniiber der Carboanhydratase. 
Kiese!® konnte dagegen bei seinen sehr sorgfailtigen manometrischen Unter- 
suchungen keine der von Leiner!®, Main und Loke!*"4 angegebenen Substanzen 
als Aktivator bestaitigen. Bakker priifte mit photometrischen und mano- 
metrischen Methoden die Befunde von Leiner! nach und war ebenfalls nicht in 
der Lage, seine Befunde zu reproduzieren. Seine negativen Befunde wurden von 
Leiner?¢ nicht nur bestritten, sondern Leiner’ teilte in seiner Erwiderung neben 
der Reproduzierbarkeit seiner Ergebnisse auch noch eine Reihe anderer Substanzen 
mit, die als Aktivatoren der Carboanhydratase aufzufassen seien. Diese Beob- 
achtungen wurden z. T. von van Goor?? bestiatigt, der photometrische und mano- 
metrische Methoden zur Nachpriifung herangezogen hatte. 

Nach diesen Darlegungen kann kein Zweifel daran sein, dafi ein 
erheblicher Teil der Unklarheiten dadurch entstanden ist, daB die 
Autoren bei Nachpriifungen nicht mit identischen Methoden gearbeitet 
haben. Es ist jedoch ausgeschlossen, daB die grundsatzlichen Divergenzen 
allein durch die verschiedenen Arbeitsweisen erklart werden kénnen. 

Die verschiedenen Bearbeiter benutzten so verschiedenartige Me- 
thoden, weil gegen jede der bisher beschriebenen MeBanordnung zur 
Bestimmung der katalytischen Aktivitat der Carboanhydratase erheb- 
liche Bedenken geltend gemacht werden kénnen. 

So ergibt sich bei den manometrischen Methoden von vornherein 
die erhebliche technische Schwierigkeit, daB einerseits zur AusschlieBung 
von Diffusionsverzerrungen sehr hohe Schiittelfrequenzen des Reaktions- 
gefaBes notwendig sind (600 Amplituden/Minute), andererseits aber, daB 
dieser mechanische ProzeB hochgereinigte und hochverdiinnte Ferment- 
l6sungen sehr erheblich inaktiviert!* %1°. Es ist daher notwendig, der 
wahrend des Versuches eintretenden Inaktivierung bei der Auswertung 
der Resultate dadurch zu begegnen, dafi man auf die Zeit Null extra- 
poliert. Das Verfahren von Clark und Perrin®, diese Inaktivierung 


10 M. Leiner, Naturwissenschaften 28, 165 [1940]. 

1K. R. Main u. A. Loke, J. biol. Chemistry 148, 729 [1942]. 
2 F. J. Philpot u. J. 8. L. Philpot, Biochem. J. 30, 2191 [1936]. 

13M. Kiese, Biochem. Z. 307, 400 [1941]. 

14 KE. R.Mainu. A. Loke, J. biol. Chemistry 148, 729 [1942]; 140, 909 [1941]. 
15 A, Bakker, Enzymologia [Amsterdam] 11, 70 [1943]. 

16 M. Leiner, Naturwissenschaften 29, 165 [1940]. 

17 H. van Goor, Arch. néerl. Physiol. Homme Animaux 27, 393 [1943]. 

18 N. U. Meldrum u. F. J. W. Roughton, J. Physiology 80, 143 [1933]. 
19 M. Kiese u. A. D. Hastings, J. biol. Che smistry 182, 267 [1940]. 
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durch Zusatz von Pepton auszuschalten, erscheint als giinstigster Weg, 
um von vornherein konstante Versuchsbedingungen zu schaffen. 

Eiae andere Moglichkeit, die widersprechenden Ergebnisse der ver- 
schiedenen Autoren zu erkliren, ist die verschiedene Definition des Be- 
criffes ,,Aktivatoc®‘. Sicher wird die Mehrzahl der beschriebenen Akti- 
vatoren richtiger mit dem Wort ,,Protektor“‘ gekennzeichnet. 

Dagegen scheinen nach den vorliegenden, mit zwei verschiedenen 
Methoden in iibereinstimmender Weise gewonnenen Ergebnissen die 
antikonvulsiv wirkenden Substanzen ausgezeichnet zu sein durch: 

1. einen spezifischen EinfluB auf die fermentkatalysierte Reaktion, 
d.h. einer VergréBerung der Geschwindigkeitskonstante, die von der 
Konzentration der Reaktionspartner, des Enzyms, Substrats und des 
Aktivators abhingig und in einer bestimmten mathematischen Beziehung 
faBbar ist, 

2. durch das Fehlen einer Reaktion mit dem Substrat oder einer 
(faBbaren) Beteiligung am Umsatz und 

3. dadurch, daB sie keinen EinfluB auf die Umsatzgeschwindigkeit 
der unkatalysierten Reaktion besitzen. 

Auf Grund dieser Eigenschaften diirfen die untersuchten Verbin- 
dungen als Aktivatoren der Carboanhydratase bezeichnet werden. 


Zusammenfassung 


Mit einer manometrischen und einer photometrischen Methode 
wurden Pferdeserum, L-Cystein, Pepton, Histamin, Glutathion im Ver- 
gleich zu 5-Athyl-5-phenyl-barbitursiure, 5-Athyl-5-phenyl-hexahydro- 
pyrimidin-dion-(4.6), 5.5-Diphenyl-hydantoin und 3.5.5.Trimethyl-ox- 
azolidin-dion-(2.4) hinsichtlich ihrer Einwirkung auf die Aktivitiét der 
Carboanhydratase gepriift. Wiahrend bei der ersten Gruppe von Sub- 
stanzen keine aktivierende oder hemmende Wirkung nachweisbar war, 
beschleunigten die Verbindungen der zweiten Gruppe die fermentkata- 
lysierte Reaktion. Diese Aktivierung der Carboanhydratase steht in Be- 
ziehung zur Konzentration der Reaktionspartner. 


Summary 


Manometric and photometric methods have been employed to com- 
pare the action of two different groups of substances on the activity 
of carbonic anhydrase. The first group consisted of horse serum, L-cys- 
teine, peptone, histamine and glutathione, while the second group con- 
sisted of 5-ethyl-5-phenylbarbituric acid, 5-ethyl-5-phenylhexahydro- 
pyrimidine-4.6-dione, 5.5-diphenylhydantoin and 3.5.5-trimethyloxazo- 
lidine-2.4-dione. The first group was found to be without activating or 
inhibitory effect; the second group, on the other hand, promotes the 
enzyme-catalyzed reaction. In the latter case, the activation of the 
carbonic anhydrase is a function of the concentration of the reaction 
components. 
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Uber die Decarboxylierung von Brenztraubensadure 
bei Gegenwart von Basen und Aluminiumsalzen 
Von 
A. Schellenberger 

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Halie 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Miirz 1957) 


Bereits im Jahre 1930 konnte W.Langenbeck! zeigen, da 
Phenylglyoxylsiure und Brenztraubensiiure (BTS) unter Wasseraus- 
schlu8 durch primire Amine unter Abspaltung von CO, und Bildung der 
entsprechenden Aldehyde umgesetzt werden. Diese Reaktion besitzt 
katalytischen Charakter, denn die zunichst entstehende Schiffsche 
Base wird nach ihrer Decarboxylierung durch itiberschiissige Siure 
unter Entstehung des entsprechenden Aldehyds zuriickgebildet. 

DaB das Aneurin im Carboxylaseferment eine ahnliche Rolle spielt, 
bestiatigten die Untersuchungen von L. Velluz und M. Herbain?. 
Ersetzt man némlich die primare Aminogruppe des Aneurins durch eine 
Hydroxylgruppe, so entsteht unter Umkehr der physiologischen Wir- 
kung ein Hemmstoff. Es besteht also heute mehr denn je Grund, die 
Untersuchungen von W.Langenbeck mit priméren Aminen als 
Modellversuche fiir das Ferment Carboxylase zu betrachten. 

Bereits in der Langenbeckschen Arbeit wurde der Versuch ge- 
macht, die unter wasserfreien Reaktionsbedingungen so iibersichtlich 
verlaufende Reaktion auch bei Gegenwart von Wasser durchzufiihren. 
Hierbei traten Schwierigkeiten auf, die vor allem darauf beruhten, daB 
die Bildung einer Schiffschen Base durch das Wasser unterdriickt wird. 
Trotzdem fanden W. Hahn? und spater H.J.Struck* bei der Ein- 
wirkung von #-Phenylathylamin® und «-Aminosiuren* auf waBrige 
Brenztraubensiure unter bestimmten Bedingungen eine deutlich meB- 
bare CQ,-Entwicklung. Bei keiner der erwaihnuten Arbeiten konnte 
allerdings die Bildung von Acetaldehyd mit Sicherheit nachgewiesen 
werden, so daB man annehmen muB, dab die BTS dabei einem anderen 
Decarboxylierungsmechanismus unterliegt. 

Wir haben zunichst eine Anzahl von primaren und tertiéren Aminen 
mit BTS in waBrigen Lésungen verschiedener Konzentrationen (bis 10 g 
BTS) umgesetzt. Dabei konnten wir bei allen verwendeten Basen eine 
mehr oder weniger starke CO,-Entwicklung beobachten. Dagegen konnte 


1 W. Langenbeck u. R. Hutschenreuter, Z. anorg. Chem. 188, 4 [1930]. 
2 L. Velluz u. M. Herbain, J. biol. Chemistry 190, 241 [1951]. 

3 W. Hahn u. K. Stiehl, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 2631 [1936]. 

4H. J. Struck, Diplomarbeit Rostock 1951. 
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in keinem Falle Acetaldehyd nachgewiesen werden, obwohl teilweise, 
bezogen auf die CO,-Ausbeute, tiber 1 g zu erwarten war. Da wir alle 
Versuche unter reinem Stickstoff durchgefihrt haben, kommt eine 
Autoxydation des gebildeten Aldehydes nicht in Frage. Es ist daher 
anzunehmen, da nicht BTS selbst, sondern gewisse, unter dem kata- 
lytischen EinfluB der Basen gebildete Kondensationsprodukte decar- 
boxylieren. 

Als solche kommen unter anderem die von L. Wolff® naher unter- 
suchte Ketovalerolactocarbonsiure I sowie die von E. Waldmann® 
beschriebene Parabrenztraubensiure II in Frage. Beide Verbindungen 
decarboxylieren wesentlich leichter als die BTS selbst. 


Wg 0 
CO,H ere 
| Ho, 0 Bacon 
iat tiki il 2 Né iv 
O CO HO” \9/ \CHs 
I II 


Von wesentlicher Bedeutung fiir die Wirksamkeit der Carboxylase 
sind die Metallionen. Obwohl das natiirliche Ferment in der Regel nur 
Magnesium- bzw. Manganionen enthalt, ist bekannt, daB sich diese 
durch eine ganze Anzahl anderer, zweiwertiger Metallionen ersetzen 
lassen, meist allerdings unter mehr oder weniger starken Aktivitiits- 
verlusten. Wir untersuchten deshalb zuniachst ganz allgemein den EinfluB 
von Metallionen auf waBrige BTS-Losungen, wobei uns vor allem der 
EinfluB der Metallsalze auf die amin- bzw. basenkatalysierte Decarboxy- 
lierung der BTS interessierte. 

Dabei konnten wir feststellen, daB die BTS in Gegenwart von 
Metallionen bemerkenswerte strukturelle Verdnderungen erfahrt’. So 
wird z. B. die an sich geringe Fahigkeit waBriger BTS-Lésungen zur 
Bromaddition in Gegenwart komplexbildender Metallionen auBerordent- 
lich gesteigert. Dieser Einflu8 nimmt in der Reihe Ba, Sr, Ca, Mg, Cd, 
Mn, Pb, Co, Zn, Ni zu und ist bei Cu und Al so stark, daB die BTS bei 
Gegenwart dieser Ionen weitgehend in der Enolform vorliegen mubf. 

Abb. 1 zeigt den Einflu8 von Aluminiumionen auf die basisch 
katalysierte Decarboxylierung der BTS. Der Einflu8 von organischen 
Basen ist gering, der von Al®® etwas ausgepragter. 

Bei gleichzeitigem Einwirken von Base und Al*® kommt es zu einer 
bemerkenswerten Steigerung der Decarboxylierungsgeschwindigkeit, un- 
abhingig davon, ob als Base eine Aminosaure, ein primares oder tertiadres 
Amin verwendet wird. Selbst der Zusatz aiquivalenter Mengen Atznatron 


5 L. Wolff, Liebigs Ann. Chem. 317, 25 [1901]. 
6 KE. Waldmann, V. Prey u. F. Jelinek, Mh. Chem. 85, 873 [1954]; 
V. Prey, E. Waldmann u. H. Berbalk, Mh. Chem. 86, 410 [1955]. 
7 A. Schellenberger, Dissertat., Halle (Saale) 1956. 
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bewirkt eine Decarboxylierung, die von der gleichen GréSenordnung 
wie bei organischen Basen ist. 

Daraus geht hervor, daB ein Decarboxylierungsmechanismus tiber 
Schiffsche Basen, wie ihn W. Langenbeck fiir seine Carboxylase- 
modelle annimmt, unter den hier gewahliten Versuchsbedingungen nicht 
in Frage kommt. Das zeigt auch Abb. 2, welche den EinfluB des 
pu-Wertes der Reaktionsflissigkeit auf die Decarboxylierungsgeschwin- 
digkeit der BTS bei Gegenwart von Aluminiumsalzen wiedergibt. 

Diese Versuche wurden auch mit Mg?°-Salzen durchgefiihrt. Obwohl 
Mg die Decarboxylierungsgeschwindigkeit der BTS in weitaus geringerem 
MaBe beeinfluB8t, wurden véllig analoge Kurven erhalten. 

In diesem Zusammenhang interessierten wir uns vor allem fiir die 
Endprodukte der Decarboxylierungsreaktion. Auch bei GroBansitzen, 
die bis zu 100 g reiner BTS enthielten und teilweise unter Inertgas durch- 
gefiihrt wurden, entstand keine Spur Acetaldehyd. 

Einen wichtigen Hinweis lieferte dagegen die Bestimmung der CO,- 
Gesamtausbeute (Tab. 1). Diese Ausbeute erreichte bei px 1,8 zwar ein 
Maximum, sie betrug aber in keinem Falle mehr, als einem Drittel der 
eingesetzten BTS entsprach. In der Reaktionsfliissigkeit war nach der 
Reaktion keine BTS mehr nachweisbar. Der nahezu theoretische Wert 
von 33,45% bei px 1,8 laBt vermuten, daB die Reaktion tiber ein Konden- 
sationsprodukt von 3 Moll. BTS verliauft, welches 1 Mol. CO, abspaltet. 


Tab. 1. Abhaingigkeit°der CO,-Entwicklung vom p,-Wert. 10 g BTS wurden mit 

10 g AICI,-6H,O in 80 ml 50-proz. Alkohol unter Stickstoff umgesetzt. Die py-Werte 

wurden mit 40-proz. Natronlauge eingestellt. Der Versuch bei pg 1,7 wurde in 80 ml 
Wasser durchgefiihrt. 


PH | 3,2 | 2,8 | 2,5 | 2,2 | 20 | 18 | 14 | 17 








SSS 25,5 | 26,2 | 28,6 | 30,4 | 32,3 | 33,45) 29,8 | 32,1 





ee ae oy 45) S 10,6 9,3 8,5 — — — — — 


Bei héheren py-Werten schied sich im Laufe von einigen Stunden 
ein amorpher, gelblich-weiBer Aluminiumsalz-Niederschlag ab. Im stirker 
sauren Bereich blieb die Fallung aus. Sie erfolgte am vollstaéndigsten in 
50-proz. Alkohol. Da es sich um kein reines Salz von stéchiometri- 
scher Zusammensetzung handelte, wurde das zugrundeliegende Sauren- 
gemisch durch Behandlung mit Chlorwasserstoff in absol. Methanol in 
Freiheit gesetzt und verestert. Fraktionierte Destillation des so erhal- 
tenen Rohesters lieferte neben wenig Oxalsiure-dimethylester haupt- 
sichlich zwei hellgelb gefarbte Fraktionen, welche bei 2 Torr zwischen 
135—160° und 160—178° iibergingen. Die héher siedende Fraktion 
erstarrte im Laufe einiger Tage nahezu vollstindig. Der nach An- 
reiben mit Dipropylaither erhaltene Ester C,,H,,0, schmolz nach Um- 
kristallisieren aus Dipropylither-Ather unscharf zwischen 64—74° 
(Diastereomere!). 
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Es ist bisher noch nicht gelungen, mehr als 26%, der eingesetzten 
BTS in die beiden Esterfraktionen iiberzufiihren. Der gréBte Teil ver- 
bleibt nach der Destillation als schwarzer, harziger Riickstand im Kolben. 
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Abb. 1. EinfluB verschiedener Basenzusétze auf die Decarboxylierung der alu- 

miniumaktivierten Brenztraubensiure in waBr. Lésung. 1 Nur Phenylalanin; 

2 nur AICI,-6H,O; 3 Phenylalanin + Al®®; 4 4-Methyl-pyrimidin + Al®®; 5 2-Me- 

thyl-5-cyan-6-amino-pyrimidin + Al®®; 6 2-Methyl-5-athoxymethyl-6-amino-pyr- 
imidin + Al®®; 7 Aneurin-monochlorid + <Al®®, 
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Abb. 2. Einflu8 des py-Wertes auf die oJ f 
Decarboxylierungsgeschwindigkeit der Brenz- 7 1200 
traubensaure bei Gegenwart von AICl,-6H,0. | 
Das CO,-Volumen wurde nach einer Reak- #00 
tionsdauer von 2 Stdn. gemessen. Die py- a 
Werte wurden durch Zugabe von Natron- 

, 400 

lauge eingestellt. 
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Vermutlich handelt es sich hierbei um héhere Kondensations- 
produkte, die unter dem Einflu8B des Aluminiumchlorids entstanden sind. 
Durch weitere Destillation lassen sich aus dem Riickstand dunkelgelb 
gefarbte Ole unbekannter Konstitution gewinnen. 

Fiihrte man die Decarboxylierung der BTS unter optimalen Be- 
dingungen (px 1,8) durch, so bildete sich kein Niederschlag. Der nach 
Abdampfen des Lésungsmittels hinterbleibende Riickstand lieferte nach 


der Veresterung ebenfalls die beiden Ester-Fraktionen. Auch in den 
Q* 
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Ausbeuten trat keine wesentliche Verbesserung ein, so daB wir auf 
genauere Angaben iiber diese Versuche verzichten. 

Beide Ester-Fraktionen lieferten nach Verseifen die entsprechende 
Saure in Form eines dunkelgelben, allmahlich kristallisierenden Sirups. 
Wiahrend die héher siedende Esterfraktion hiufig bereits beim Ab- 
dampfen der Salzsiure nahezu vollstindig auskristallisierte, war die Aus- 
beute aus der tiefer siedenden Esterfraktion wesentlich schlechter. 

Die Séiuren aus beiden Esterfraktionen erwiesen sich als identisch. 
Im folgenden wurden daher die beiden Fraktionen stets gemeinsam 
verseift und aufgearbeitet. 

Durch wiederholtes Umkristallisieren der Rohsiure zunachst aus 
Essigester, dann aus Di-isoamylither, konnten zwei, vermutlich dia- 
stereomere, Kristallfraktionen erhalten werden, welche bei 155—158° 
bzw. 162—165° schmolzen. Nach den Titrationsergebnissen mit n/10- 
NaOH liegt eine zweibasige Siure vor. 

Aus der Bruttoformel C,H,,O, geht hervor, daB sie aus 3 Moll. 
BTS durch Abspaltung von 1 Mol. CO, und H,O entstanden ist. 


3C;H,0; > CH, 0, + CO, + H,0 


Es liegt demnach das auf Grund der CO,-Messungen vorausgesagte 
Decarboxylierungsprodukt der BTS vor. 

Einen wichtigen Hinweis fiir die Struktur der Saure lieferte ihre 
Reduktion mit Jodwasserstoff, die in guter Ausbeute zu einer Tricarbon- 
siure C,H,.0, fihrte. Diese ist nach Schmelz- und Misch-Schmp. iden- 
tisch mit der von E. Hope und W. H. Perkin® beschriebenen «-Methyl- 
/'-carboxy-adipinsaure (III). Unabhaingig von der Konstitution der 
Tricarbonséure stand damit fest, daB es sich bei der fraglichen Verbin- 
dung nur um das y-Lacton einer Hydroxy-tricarbonsaéure handeln 
konnte. Fiir dessen Konstitution kamen nur noch die beiden Moglich- 
keiten IV und V in Frage. 


H 
HO,C-CH,-C CH. 
2 2 r °C0,H HI . 
og 6K | 
\o% ~CHs CO,H CO,H 
| 
IV 7 HO,C—CH,—C—CH,—CH 
Je | 
H,C-CH CH, 
i 1 00H CH, 
oc oC Ul 
\o” CHs00,.H—~ 
Vv 


Die endgiiltige Entscheidung gelang durch Abbau des Disilber- 
salzes der Lactonsdéure mittels Broms in Eisessig bzw. Propionsiure. 
Bei der Bromierung des Disilbersalzes lieB nach Zugabe von reichlich 
einem Aquivalent Brom die Entfarbungsgeschwindigkeit der Suspension 


8 E. Hope u. W. H. Perkin, J. chem. Soc. [London] 99, 773 [1911]. 
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sehr stark nach. Um eine Bromierung des Lésungsmittels zu vermeiden, 
haben wir daraufhin die Bromierung abgebrochen. 

Bei der Aufarbeitung erhielten wir in befriedigender Ausbeute das 
Anhydrid der Acetonylbernsteinsiure (VI) (Schmp. 93°). Dieses, sowie 
die freie Saiure (Schmp. 107°) und das Semicarbazon des Dimethy]l- 
esters (Schmp. 135°) stimmten nach Schmelz- und Misch-Schmelzpunkt 
mit den Eigenschaften eines nach W.O.Emery® synthetisierten 
Produktes vollstaindig iiberein. Damit ist fiir die bei der Kondensation 
von BTS in Gegenwart von Aluminiumsalzen entstehende Verbindung 
die Struktur eines y-Lactons der a-Hydroxy-«-methyl-f’-carboxy- 
adipinsiure (IV) bewiesen. 


AgO,C-CH,—CH—CH. AgO,C-CH, -CH—CH 
SU 2 2 2002 Ag BV 2 2 i, Br 
OC CK + Br,— O CC +CO, + AgBr 
\o’% ~CHs \o% ~CHs 
a OC-—-CH—CH,-CO-CH, 
_, | OC—CH,—CH—CH=C¢ + AgBr-—-- 9/ 
| | CH ae 
O CO : ae: A 


Uber den Verlauf der Kondensationsreaktion, die zur Lactonsiure IV 
fiihrt, liegt bisher noch kein Material vor. Auch kénnen wir tiber die 
Frage, ob sich andere «-Keto-saiuren in ahnlicher Weise umsetzen, noch 
nichts Genaues berichten. Die Phenylbrenztraubenséure unterliegt 
offensichtlich derartigen Kondensationsreaktionen nicht ausschlieBlich, 
denn bei ihrer Decarboxylierung durch primére und tertiire Amine 
entstehen bei Gegenwart von Aluminiumsalzen neben CO, nachweisbare 
Mengen an Phenylacetaldehyd’. 


Beschreibang der Versuche* 


1. Messungen der CO,-Entwicklung im Warburg-Apparat 

Fiir die in den Abb. 1 und 2 wiedergegebenen Messungen wurden die iiblichen 
Warburg-Kélbchen mit einem seitlichen Ansatz verwendet. 

Bei den in Abb. 1 dargestellten Untersuchungen wurden jeweils 0,4 mMol 
AIC],-6H,O, gelést in 1 ml H,O, 0,5 mMol organische Base und 2,5 mMol BTS, 
ebenfalls gelést in 1 ml H,O, zur Reaktion gebracht. Die Substratlésung befand 
sich bei diesen Versuchen vor der Vereinigung im seitlichen Ansatz der Kélbchen, 
wahrend die organische Base und die Aluminiumchloridlésung auf den Boden des 
Reaktionskélbchens gegeben wurden. 

Die in Abb. 2 aufgezeichneten MeBpunkte wurden einer Versuchsreihe ent- 
nommen, auf deren genaue Wiedergabe hier verzichtet werden kann. In Abb. 2 
wurde lediglich das nach einer Versuchsdauer von jeweils 2 Stdn. entwickelte 
CO,-Volumen aufgetragen. Es wurden bei diesen Messungen je 2,5 mMol BTS und 
0,4 mMol AICI,-6H,O in 2 ml NaOH verschiedener Konzentrationen so in Lésung 
gebracht, daB8 der py der Reaktionsfliissigkeit, gemessen mit Lyphanpapier, den 
in Abb. 2 angegebenen Werten entspricht. Die Reaktionstemperatur betrug bei 
allen Messungen 37°. 


® W. O. Emery, J. prakt. Chem. II, 58, 304 [1896]. 
* Alle Schmelzpunkte korrigiert nach Kofler. 
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2. Untersuchungen der Reaktionsprodukte bei der aluminiumkata- 
lysierten Decarboxylierung der BTS 

a) y-Lacton der a-Hydroxy-a-methy1-f’-carboxy-adipinsaure (IV) 

«) Aluminiumsalz: In einem 2 /-Kolben werden 100 g reine, kristallisierte 
BTS, gelést in 400 ml Alkohol, mit einer Lésung von 100 g AICI,-6H,O in 400 m/l 
H,O versetzt. Zu diesem Gemisch gieBt man in kleinen Portionen 148 mi einer 
Natronlauge, welche auf 11 Wasser 400 g Atznatron enthalt und schiittelt nach 
jeder Zugabe so lange, bis das voriibergehend ausgeschiedene Aluminiumhydroxyd 
wieder in Lésung gegangen ist. Danach versieht man den Kolben, dessen Inhalt 
volistaindig klar sein soll, mit RiickfluBkiihler und erhitzt auf dem Wasserbad 
zum Sieden. In der Regel beginnt sich das Aluminiumsalz nach 3-stdg. Erhitzen 
abzuscheiden, doch ist die Reaktion erst nach 48 Stdn. vollstaéndig. Der Nieder- 
schlag wird abgesaugt, mit Wasser, Methanol und Ather gewaschen und bei 80° 
getrocknet. Ausb. 100—120 g vdéllig trockenes Produkt. 

) Veresterung: 100g iiber P,O, getrocknetes Aluminiumsalz werden 
in 400 ml absol. Methanol suspendiert. In den entstandenen diinnfliissigen Brei 
leitet man so lange getrockneten Chlorwasserstoff ein, bis das Salz bis auf einen 
geringen Riickstand in Lésung gegangen ist. Darauf destilliert man das Methanol 
i. Vak. weitgehend ab und verestert die zuriickbleibende, dunkelbraune Masse aber- 
mals mit 400 ml absol. Methanol. Nach dem Abdestillieren des Methanols gibt man 
zum Riickstand 100 ml Wasser und extrahiert mit Ather. * 

Der mit Natriumsulfat getrocknete Atherauszug wird so lange mit einer 
ather. Lésung von Diazomethan versetzt, bis keine Stickstoffentwicklung mehr 
zu beobachten ist. Nach dem Abdampfen des Athers hinterbleiben 61 g Rohester, 
die bei 3 Torr in folgende Frakt. zerlegt werden: 








| Badtemp. Sdp. Menge Eigenschaften 
i. bis 175° bis 130° 18 ¢ Oxalsaure-dimethylester 
II. 175—190° 135—60° 12 g hellgelbes, diinnfliiss. Ol 
III. 190—225° 161—78° 16 g hellgelbes Ol 
IV. iiber 225° iiber 180° 5 g dunkelgelbes Ol 


Die Frakt. II kristallisiert nach Animpfen mit kristallisiertem Rohester und 
mehrtaigigem Stehenlassen nur in geringem Mafe, Frakt. III dagegen vollstandig 
durch. Frakt. IV war. nicht zur Kristallisation zu bringen. Der Destillationsriick- 
stand besteht aus einem dunkelbraunen, wasserléslichen Harz, vermutlich hdhere 
Kondensationsprodukte der BTS. Der kristallisierte Ester kann durch Ver- 
reiben der erhaltenen Kristallmasse mit wenig Dipropylather erhalten werden. 
Er schmilzt, aus Dipropylather-Ather umkristallisiert, unscharf zwischen 64—74°. 


CioH,40, (230,2) Ber. C 52,17 H 6,13 OCH, 26,96 
Gef. C 52,10 H 6,02 OCH, 27,30 Mol.-Gew. 233,3* 
* Ebullioskop. in Benzol. 


Verseifungszahl: Ber. 731 (fiir 3 Carboxylat-Gruppen) Gef. 718 


Der unscharfe Schmelzpunkt in Verbindung mit den genauen und reprodu- 
zierbaren Werten der CH- und Mol.-Gew.-Bestimmung lassen vermuten, daB es 
sich bei dem Ester wie auch bei den im folgenden beschriebenen Sauren um ein 
Gemisch zweier diastereomerer Formen handelt. 

y) Verseifung des Rohesters zur Lactonsaure: 13,7g Rohester 
(Frakt. II, III) werden 12 Stdn. mit 15 m/l 3-n. HCl zum Sieden erhitzt. Dann kocht 
man die erhaltene dunkelbraune Lésung mit Aktivkohle so lange, bis sie hellgelb 
ist, filtriert und destilliert die Salzsdure i. Vak. ab. Den zuriickbleibenden Sirup 
148t man in einer flachen Schale mehrere Tage stehen, bis er kristallin erstarrt ist. 
Durch Aufbringen auf Ton kann man die noch anhaftenden Verunreinigungen be- 
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seitigen. Man erhalt so 5,8 g einer schwach gelblichen Kristallmasse, die aus Essig- 
ester in rein weiBen Nadeln vom Schmp. 155—58° bzw. rhombischen Plattchen 
vom Schmp. 162—65° auskristallisiert. 


CgH 90, (202,2) Ber. C 47,53 H 4,99 : 
Gef. C 47,58 H5,10 Mol.-Gew. 200,0* Aquiv.-Gew. 101,2** 


* Ebullioskop. in Dioxan, — ** n/10-NaOH. 


b) Reduktion der Lactonsaiure mit Jodwasserstoff zur 


«-Methyl-f’-carboxy-adipinsaure: 6g Lactonsdure werden mit 
22,5 ml Jodwasserstoffsiure (d = 2) und 1,5 g rotem Phosphor 5 Stdn. gekocht. 
Nach Abdestillieren der Jodwasserstoffsaure i. Vak. hinterbleibt ein dunkelbrauner 
krist. Riickstand. Zu diesem gibt man 20 ml konz. Salzsiure und engt abermals 
i. Vak. ein. Diese Operation wird so lange wiederholt, bis die Salzsiure bei der 
Destillation farblos iibergeht. Nach Abdestillieren der Salzsiure hinterbleibt ein 
gelblichweiBes Pulver. Ausb. 5,1 g, entspr. 849% d. Th. Zur Umkristallisation lost 
man die Saure unter leichtem Erwarmen in 40 ml Essigester, filtriert vom Unge- 
lésten ab und fallt die Siure durch vorsichtige Zugabe von Ligroin (30—60°). 
Man erhialt so kleine, sternférmige Drusen (Schmp. 154—58°). Der Essigester- 
riickstand geht bei langerem Erhitzen in Essigester ebenfalls in Lésung. Beim 
Ausfallen mit Ligroin erhalt man feine Nadeln (Schmp. 161—163°). Beide Frak- 
tionen ergaben die gleichen Analysenwerte, woraus geschlossen wird, daB es sich 
um Diastereomere handelt. Die nachfolgenden Analysen wurden mit einem Gemisch 
beider Formen (Schmp. 152—158°) erhalten. 


CgH,,0, (204,2) Ber. C 47,06 H 5,92 z 
Gef. C 47,18 H 5,94 Mol.-Gew. 201,4* Aquiv.-Gew. 67,4** 


* Ebullioskop. in Dioxan. — ** n/10-NaOH. 


c) Abbau des Disilbersalzes der Lactonsiure mit Brom zu Ace- 
tonylbernsteinsaure 

«) Disilbersalz: 8 g reine Lactonsaure werden in 40 mi H,O gelést und 
mit einem geringen Unterschu8 der aquiv. Menge 2-n.KOH versetzt, so da die 
Lésung noch schwach sauer reagiert. Nach Zufiigen von 15g AgNOs, gelést in 
20 ml 50-proz. Alkohol, entsteht ein dicker, weif&er Niederschlag, der abgesaugt 
und mehrere Male mit Wasser gewaschen wird. Das Salz wurde unter LichtabschluB 
iiber P,O,; i. Vak. getrocknet. Ausb. etwa 85% d. Th. 


Ag,CsH,0, (415,9) Ber. C 23,10 H1,93  Gef. C 22,08 H 2,18 


B) Abbau mit Brom zum Anhydrid der Acetonylbernsteinsadure 
(IV): 10g Silbersalz werden in 30 ml wasserfreiem Eisessig bzw. wasserfreier 
Propionsaure suspendiert. Zu der Suspension fiigt man unter heftigem Schiitteln 
so lange Brom zu, bis die eintretende Entfarbung merklich nachlaBt (1,5 ml). 
Dann wird der schwach gelb gefarbte Eisessig abgegossen und der Riickstand mit 
Ather nach Soxhlet 4 Stdn. extrahiert. Beide Ausziige werden eingedampft. Beim 
Abdampfen des Athers hinterbleibt ein gelbes Ol, das von einer kristallinen Sub- 
stanz durchsetzt ist (nicht umgesetzte Lactonsdéure, die sich vermutlich durch 
die Einwirkung des Eisessigs auf das Silbersalz gebildet hat). Da die Lactonsaure 
erst bei wesentlich héheren Temperaturen unter Bildung des Anhydrids destillier- 
bar ist, stért ihre Anwesenheit die weiteren Arbeitsginge nicht. 

Die Riickstiinde beider Ausziige werden gemeinsam bei 3 Torr destilliert. 
Bei einer Badtemperatur von 190° wurden 0,9 g eines gelben Oles erhalten, das 
bereits wahrend der Destillation in der Vorlage erstarrt. Es la8t sich aus Dipropyl- 
ather umkristallisieren und fallt in weiBen, seidig glanzenden Nadeln vom Schmp. 
93° an. 

C,H,O, (156,1) Ber. C 53,84 H 5,15 
Gef. C 54,10 H 5,08 Mol.-Gew. 159 (in Campher) 
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y) Verseifung zur Acetonylbernsteinsdure: Die Verbindung ist im 
kalten Wasser wenig léslich. Beim Erhitzen lést sie sich unter Bildung der Ace- 
tonylbernsteinsaure. Durch Eindampfen der wiBr. Lésung wurde diese in weiBen 
Blattchen vom Schmp. 105—107° erhalten. Aquiv.-Gew. (bezogen auf das An- 
hydrid): Ber. 78, gef. 78. 

6) Semicarbazon des Methylesters: Eine ather. Lésung der Saure wird 
mit Diazomethan verestert. Der nach dem Abdunsten des Athers erhaltene 
Ester wird mit gepufferter Semicarbazidlésung versetzt. Das allmahlich sich 
abscheidende Semicarbazon schmilzt, aus Methanol umkristallisiert, bei 134 bis 
135°. Der Misch-Schmp. mit dem Semicarbazon der nach W. O. Emery® dar- 
gestellten Saure (Schmp. 129—132°) ist ohne Depression. 


d) Abhangigkeit der bei der katalyt. Decarboxylierung von BTS 

durch Aluminiumsalze entstehenden CO,-Mengen vom pq- 

Wert: 10g BTS und 10g AICI,-6H,O wurden in 80 ml 50-proz. Alkohol 

bzw. 80 ml H,O gelést und der gewiinschte py durch Zugabe von konz. NaOH 

eingestellt. Durch Einblasen von CO,-freiem Stickstoff in die Reaktionslésung 

wurde die bei der Umsetzung entstehende Kohlensaure frei gemacht. Das erhaltene 

Gasgemisch wurde iiber konz. H,SO, und P,O, getrocknet und die gebildete 
Kohlensiure durch Absorption an Natronasbest bestimmt. 


Herrn Prof. Dr. W. Langenbeck bin ich fiir die Anregung der Arbeit und 
fiir freundliche Unterstiitzung zu groBem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Durch Zusatz von Aluminiumsalzen kann man die basisch kataly- 
sierte Decarboxylierung der Brenztraubensiure stark beschleunigen. Das 
Maximum der Reaktion liegt sowohl fiir die Decarboxylierungsgeschwin- 
digkeit als auch fiir die CO,-Gesamtausbeute bei px 1,8. Unter optimalen 
Reaktionsbedingungen wird 1/, der in die Reaktion eingesetzten Brenz- 
traubensiure decarboxyliert. Dabei bildet sich aus 3 Moll. Saéure unter 
Austritt von je 1 Mol. H,O und CO, das y-Lacton der «-Hydroxy-a- 
methyl-f’-carboxy-adipinsaure. 


Summary 


The rate of reaction of the base-catalysed decarboxylation of pyruvic 
acid is substantially increased by addition of aluminium salts. The 
maximum velocity of the decarboxylation reaction and the maximum 
carbon dioxide yield are obtained at py 1.8. Under optimum conditions 
one-third of the pyruvic acid is decarboxylated, the y-lactone of a- 
hydroxy-«-methyl-§’-carboxyadipic acid being formed from 3 moles of 
pyruvic acid with the loss of 1 mole of water and | mole of carbon dioxide. 
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Synthese der a,y-Poly-L-glutaminsaure 
und der a.y-Poly-D-glutaminsaure* 
Von 
V. Bruckner, M. Szekerke und J. Kovacs 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Eétvés-Univeristat Budapest 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1957) 


Vor kurzem wurde durch Abbau! und Synthese? bewiesen, daB die 
immunspezifische Kapselsubstanz der Milzbrandbazillen (Anthrax-Poly- 
peptid; APP), die zuerst von Ivanovics und Bruckner® isoliert 
wurde, eine y-Poly-D-glutaminséure darstellt. Dieselbe serologische 
Aktivitaét zeigte auch die Polyglutaminséure, die aus dem Nahrboden 
geeigneter Staémme der Bac. subtilis4 Gruppe abg etrennt werden konnte* 
(Subtilis-Polypeptid; SPP). Die Ergebnisse des speziellen Abbaus 
zeigten, daB auch das SPP die Struktur einer y-Polyglutaminsaure 
besitzt!; es unterscheidet sich vom APP nur darin, daB es konfigurativ 
nicht einheitlich ist, sondern D- und L-Glutaminsaure-Bausteine enthalt, 
deren Mengenverhaltnis auch vom Nahrboden und von der Ziichtungsart 
des Bazillenstammes stark abhangt®. DaB tibrigens die Prazipitations- 
reaktion des Anthrax-Polypeptid-Antikérpers und der y-Polyglutamin- 
siuren in bezug’ auf die Konfiguration der Asymmetriezentren der 
letzteren nur bis zu einer gewissen Grenze stereospezifisch ist, zeigte der 
Befund, daB die synthetisch gewonnene mesoide y-Polyglutaminsaure® 


* Vorliufige Mitteilungen: Naturwissenschaften 42, 179 [1955]; 48, 107 
[1956]; 44, 90 [1957]. 

1 J. Kovacs u. V. Bruckner, Research 5, 194 [1952]; J. chem. Soc. [Lon- 
don] 1952, 4255; V. Bruckner, J. Kovacs u. H. Nagy, ebenda 1958, 148; 
V. Bruckner, J. Kovacs u. G.Dénes, Nature [London] 172, 508 [1953]; 
V. Bruckner, J. Kovacs u. I. Kandel, Naturwissenschaften 40, 243 [1953]; 
V. Bruckner, J. Kovacs, I. Kandel u. G. Dénes, Acta chim. hung. [Buda- 
pest] 7, 223 [1955]. 

2 V. Bruckner, J. Kovacs, H. Nagy u. M. Kajtar, Naturwissenschaften 
41, 528 [1954]; Acta chim. hung. [Budapest] 6, 219 [1955]; V. Bruckner, 
J.Wein, H. Nagy, M.Kajtar u. J. Kovacs, Naturwissenschaften 42, 210 
[1955]; V. Bruckner, J. Wein, M. Kajtaru. J. Kovacs, ebenda 42, 463 [1955]; 
8S. G. Waley, Chem. and Ind. 1954, 1148; J. chem. Soc. [London] 1955, 517. 

3G. Ivanovics u. V. Bruckner, Naturwissenschaften 25, 250 [1937]; Z. 
Immunitatsforsch. exp. Therap. 90, 304 [1937]; 91, 175 [1937]. 

4 Friiher als Pac. mesentericus bezeichnet. 

5 D. W. Watson, W.J. Cromartie, W. L. Bloom, R. J. Heckly, W. J. 
McGhee u. H. Weissman, J. infect. Diseases 80, 121 [1947]; C. B. Thorne, 
C. C. Gémez, H. E. Noyes u. R. D. Housewright, J. Bacteriol. 68, 307 [1954]; 
M. Torii, Medical J. Osaka University 6, 725 [1955]; 6, 1043 [1956]. 

6 V. Bruckner, J. Wein, M. Kajtar u. J. Kovacs, Naturwissenschaften 
44, 89 [1957]. 
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(in deren Peptidkette L- und D-y-Glutamylreste sich laufend abwechseln) 
noch eine positive serologische Reaktion zeigt, waihrend sich die y-Poly- 
L-glutaminsaure’ als serologisch inaktiv erwies®. 

Um die Spezifitaét der Prizipitationsreaktion des Anthrax-Poly- 
peptid-Antikérpers in bezug auf die Konstitution der Polyglutamin- 
siuren weitergehend studieren zu kénnen, haben wir jetzt die «,y-Poly- 
glutaminsiuren XV der L- und der D-Reihe synthetisch dargestellt. 
Diese Polyglutaminsauren sind dadurch gekennzeichnet, da sich in ihrer 
Peptidkette «- und y-Glutamylreste laufend abwechseln. An Hand 
dieses Modells lieB sich zugleich die Zuverlissigkeit der Abbaumethode, 
die zur Strukturermittlung der natiirlichen Polyglutaminsauren diente?, 

erneut iiberpriifen. Bisher erfolgte diese Erprobung nur indirekt, und 
zwar durch Abbau des synthetischen «-Poly-L-glutaminséure-methyl- 
esters8, 

Als Schliisselsubstanz der Synthese diente der y-Glutamyl-glutamin- 
siiure-x,y’-dimethylester (VI) der L-L- bzw. D-D-Reihe, der im folgenden 
kurz als L-L- bzw. D-D-Startdipeptid bezeichnet wird. Der Aufbau der 
stereoisomeren Startdipeptide VI gelang auf folgendem Weg: L- bzw. 
D-Carbobenzoxy-glutaminsaure-y-hydrazid (I) wurde tiber das Azid II 
mit L- bzw. D-Glutaminsaure-x-benzylester (III) zum Carbobenzoxy- 
y-L-glutamyl-L-glutaminsaure-a’-benzylester bzw. seinem Antipoden 
(IV) gekoppelt, dieses Derivat mit Diazomethan in den Carbobenzoxy- 
y-L-glutamyl-L-glutaminsaure-«,y’-dimethyl-«’-benzyl-ester bzw. seinen 
Antipoden (V) umgewandelt und daraus durch Hydrogenolyse das bi- 
funktionelle L-L- bzw. D-D-Startdipeptid VI bereitet. 


CO,R’ CO,R’ (CH, ],-CO,R’ 
R-HN-CH R-HN-CH-[CH,],-CO—-HN-CH-COR” 
[CHg]. 
COR” 
I: R =C,H,CH,0,C; IV: R=C,H,-CH,0,C; R’ =H; R” =C,H,CH,0 
R’ =H; R” =N,H, V: R=C,H,-CH,0,C; R’ = CH,; R” =C,H,-CH,O 
VI: R=H; R’ =CH,; BR” =OH 
II: R =C,H,CH,0,C; VII: R=C,H,-CH,0,C; R’ = CH,; R” = OH 
R’ =H; RB” =N, VIII: R=C,H,-CH,0,C: R’ =CH,; R” = 0CO,C,H, 
IX: R=H; R’ —CH,; R” = 0CO, C,H, 
III: R =H; R’=C,H,CH,; X: R=C,H,-CH,0,C; R’ =CH,; R” =SC,H, 
R” =OH XI: R=H; BR’ —CH,; R” —SC,H, 


7 V. Bruckner, J. Kovacs, H. Nagy u. M. Kajtar, Naturwissenschaften 
41, 528 [1954]; Acta chim. hung. [Budapest] 6, 219 [1955]; V. Bruckner. 
J. Wein, H. Nagy, M. Kajta4ru.J. Kovacs, Naturwissenschaften 42, 210 [1955]. 

8 J. Kovacs, V. Bruckner u. K. Kovacs, J. chem. Soc. [London] 1953, 
145; V. Bruckner, J. Kovacs u. K. Kovacs, ebenda 1953, 1512; V. Bruckner. 
K. Kovaes, J. Kovaes u. A. Kétai, Experientia [Basel] 10, 166 [1954]; Acta 
chim. hung. [Budapest] 5, 267 [1955]. 
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g " 
COR [CH,],-COR 


sal Nitaaiibtattin hin itaieiliiaeaiieaninaalatal —R 
jn 
XII: R=OCH,; R’ = OCO,C,H; 
XIII: R=OCH,; R’ =SC,H, 
XIV: R=OCH,; R’=OH 
XV: R=OH; R’=OH 
XVI: R=NH,; R’=ONH, 


Mit Ausnahme des L- bzw. D-Azids II, das nicht isoliert wurde, 
erwiesen sich simtliche Zwischenprodukte, weiterhin auch die stereo- 
isomeren Endprodukte VI als gut kristallisierende, scharf schmelzende 
Verbindungen. — Da nach Untersuchungen von Sachs und Brand® 
damit zu rechnen war, daB bei der Umsetzung II + III-—IV als Neben- 
produkt auch der mit IV strukturisomere Carbobenzoxy-a«-glutamy]- 
glutaminsiure-x’-benzylester entstehen kann, wurde das Umsetzungs- 
produkt nach Hydrogenolyse papierchromatographisch untersucht. 
Hierbei wurde gefunden, daB das unmittelbar anfallende kristalline Roh- 
produkt neben IV zwar auch Spuren des strukturisomeren Neben- 
produktes enthalt, doch 1a4Bt sich durch zweimaliges Umkristallisieren 
der Carbobenzoxy-y-glutamyl-glutaminsaure-x’-benzylester (IV) voll- 
kommen rein isolieren; die Hydrogenolyse dieses Produktes lieferte ganz 
reine y-L-Glutamyl-L-glutaminsaure. 

Das bifunktionelle L-L- bzw. D-D-Startdipeptid VI lieB sich — nach 
Umwandlung seiner Carboxylgruppe in eine reaktionsfahigere Gruppe — 
einer intermolekularen Polyacylierung unterwerfen, die zum Polymethyl- 
ester XIV der «,y-Polyglutaminséure XV der L- bzw. D-Reihe fiihrte. 
Rein formal betrachtet wird man annehmen diirfen, daB je nach der Art 
der Carboxylaktivierung auch Polymethylester entstehen kénnen, deren 
Endecarboxyl noch ,,aktiviert‘‘ vorliegt (XII; XIII). Die Polyester 
XII—XIV konnten schlieBlich zur freien Polysiure XV verseift werden. 

Die ,,Aktivierung‘‘ der Carboxylgruppe des L-L-Startdipeptids VI, 
die fallweise gleich mit der intermolekularen Polyacylierung verbunden 
war, erfolgte auf viererlei Weise (A—D). Eine dieser Methoden (C) wurde 
auch auf das D-D-Startdipeptid tbertragen. 

A. Nach der ersten Methode wurde das L-L-Startdipeptid VI zum 
Derivat VII carbobenzoxyliert, dann dieses in eiskaltem Dimethyl- 
formamid nach der Methode von Boissonnas?° mit Chlorameisensaure- 
athylester in Gegenwart von 1 Mol. Triithylamin zum gemischten An- 
hydrid VIII umgesetzt und letzteres gleich in eiskalter Lésung (nach 
Abfiltrieren des ausgeschiedenen Triithylammoniumchlorids) im Wasser- 
stoffstrom hydrogenolysiert (Pd-Tierkohle). Es war zu erwarten, daB bei 
diesem Eingriff infolge einer schnell verlaufenden Spaltung der Carbo- 
benzoxygruppe zuerst das reaktionsfihige, bifunktionelle Dipeptid- 


9 H. Sachs u. E. Brand, J. Amer. chem. Soc. 75, 4608, 4610 [1953]. 
10 R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 34, 874 [1951]. 
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derivat 1X entsteht, das dann — wenn die Liésung allmahlich erwairmt 
wird (nétigenfalls nach Zusatz einer tertiiiren Base) — eine zum Polyester 
XII fiihrende intermolekulare Polyacylierung eingeht. Der Vorgang laBt 
sich folgenderma8en vereinfacht formulieren: 

H,N—A—B—COOH ——+ C,H,-CH,0,C‘-HN—A—B—COOH -— > 


VI . vu 
O 
> C,H,CH,0,C‘-HN—A—B—C—OCO,C,H, as. 
VII 
0 
Parts, HOOC: HN—A—B—C—0CO,C,H, + CeHy-CH, == 
Xa 
0 
= CO, + H,N—A—B—C—OCO,C,H; 
x 
C,H; 
n H,N—A—B—C—OCO,C,H, i 
IX 


60° +r ‘ ‘ “Ai, as ‘ eet 
mma i ig - (n — 1) CO, + (n — 1) C,H,OH 


XII 


Die Hydrogenolyse mit str6mendem Wasserstoff hatte folgenden 
Grund: nach unserer Erfahrung '! sind Carbaminsaurederivate (Typ [Xa), 
die aus N-Carbobenzoxy-glutaminsiurederivaten durch Hyd rogenolyse 
im geschlossenen GeféB gewonnen werden, in Lésung bei Raum- 
temperatur ziemlich bestaéndig und ihre Decarboxylierung [Xa>IX 
erfolgt erst bei der nachtriglichen Verarbeitung (Eindampfen) des 
Reaktionsgemisches. Die Versuche zeigten, das im Wasserstoffstrom die 
CO,-Abgabe, die im entweichenden Gas quantitativ bestimmt wurde, 
rund 0,86 Mol betrigt, ein Zeichen dafiir, dafi die Hydrogenolyse im 
Sinne der Reaktionsfolge VIII—IXa-—-IX glatt verliuft, die inter- 
molekulare Polyacylierung IX + XII jedoch unter den hier gegebenen 
Versuchsbedingungen noch nicht einsetzt. Der Versuch zeigte, daB die 
Umsetzung IX > XII erst dann erfolgt, wenn die (vom Katalysator be- 
freite) Lésung gelinde erwairmt wird (bis 60°); ein vorheriger Zusatz von 
Triithylamin scheint die Ausbeute etwas zu erhodhen. 

Da nun Boissonnas und Schumann” zeigen konnten, daB die 
Esteranhydridbildung aus einem Carbonsiiureanion und Chlorameisen- 
siiureester durch die gleichzeitige Anwesenheit von freien Aminogruppen 
(d. h. eines Aminosiureesters) kaum verhindert wird, war zu erhoffen, 
daB sich das oben erérterte Verfahren dadurch wesentlich vereinfachen 


11 'V. Bruckner, J. Kovacs, H. Nagy u. M. Kajtdr, Acta chim. hung. 


ae 6, 219 [1955]. 
R. A. Boissonnas u. J. Schumann, Helv. chim. Acta 35, 2229 [1952]. 








leet 


rad Oo meN = SS. pao aeN Ss oS 


SHOQC tp rs G&e ese 


= 





JH 





Bd. 309 (1957) Synthese der «,y-Poly-L-glutaminsaure 29 


1éBt, daB auf die intermediare Blockierung der Aminogruppe des Start- 
dipeptids (VI - VII) zwecks Uberfiihrung in das gemischte Esteranhydrid 
IX verzichtet werden kann. Der Versuch zeigte, daB diese Vermutung 
zutraf. Wird eine eiskalte Dimethylformamid-Lésung des L-L-Start- 
dipeptids VI nach Zusatz von 1 Mol. Triathylamin mit 1 Mol. Chlor- 
ameisensdure-aithylester versetzt und dann die vom ausgeschiedenen 
Triaithylammoniumchlorid abfiltrierte Losung, die das gemischte Ester- 
anhydrid IX enthalten sollte, nach Zusatz von einem weiteren Mol. Tri- 
aithylamin gelinde erwarmt, so entsteht in der Tat der Polyester XII. 

B. Nach der zweiten Methode wurde das L-L-Startdipeptid VI 
in das Hydrobromid des Thiophenylesters XI umgewandelt. Zu diesem 
Zwecke wurde aus dem carbobenzoxylierten L-L-Startdipeptid VII in 
Tetrahydrofuran auf iibliche Weise?° das gemischte Esteranhydrid VIII 
bereitet, dieses gleich in seiner Lésung mit Thiophenol zum Derivat X 
umgesetzt, das dann mit Essig-Bromwasserstoff!* in das Hydrobromid 
des Thiophenylesters XI umgewandelt wurde. Wird nun aus diesem 
Hydrobromid der Thiophenylester XI selbst mit Hilfe von Tridithylamin 
in Aceton freigesetzt, so erfolgt — wie dies auf Grund der Peptid- bzw. 
Polypeptidsynthese von Th. Wieland und Bernhard™ zu erwarten 
ist — schon bei méBigem Erwarmen eine intermolekulare Polyacylierung, 
die unter Abspaltung von Thiophenol zum Polyester XIII fihrt. 

C. Die dritte Methode benutzt das Verfahren zur Synthese von 
Peptiden von Sheehan und Hess?!5. Dieses beruht darauf, da8 eine 
Aminosaure oder ein Dipeptid mit geschiitzter (z. B. acylierter) Amino- 
gruppe (XVI) einen Aminosdureester (XVII) unter der Einwirkung von 
Dicyclohexylcarbodiimid (XVIII) schon bei Raumtemperatur zum ent- 
sprechenden Peptid (XIX) zu acylieren vermag, wobei als Nebenprodukt 
Dicyclohexylharnstoff (XX) entsteht: 


Ac:HN-CHR-CO,H + H,N-CHR’-CO,C,H, + C,H,,N=C=N-C,H,, —> 


XVI XVII XVIII 
+ Ac—HN-CHR-CO—HN-CHR’-CO,C,H, + C,H,,-NH-CO-NH-C,H,, 
XIX pad 


Beziiglich des Mechanismus der kondensierenden Wirkung des Dicyclohexyl- 
carbodiimids (und anderer Carbodiimide) stellte Khorana!® fest, daB eine ,,Akti- 
vierung“‘ der Carboxylgruppe stattfindet, deren erste Phase aus der Anlagerung der 
Komponente mit freier Carboxylgruppe (Q—COOH) an das Carbodiimid XVIII 
unter Bildung eines reaktionsfahigen O-acylierten Isoharnstoffderivats (X XI) 
besteht: 

Q—CO,H + R—N=C=N—R—> R—N=C—NH—R 


OCOQ 
XVUI XXI 


13 PD), Ben-Ishai u. A. Berger, J. org. Chemistry 17, 1564 [1952]; R. A. 
Boissonnas u. G. Preitner, Helv. chim. Acta 35, 2240 [1952]; R. Schwyzer, 
Helv. chim. Acta 37, 647 [1954]. 

14 Th. Wieland u. H. Bernhard, Liebigs Ann. Chem. 582, 218 [1953]. 

1 J.C. Sheehan u. G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 [1955]. 

16 H.G. Khorana, Chem. and Ind. 1955, 1087. 
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Es war zu erwarten, daB sich diese Methode auch zur Polyautokon- 
densation des bifunktionellen Startdipeptids VI verwenden lieBe, voraus- 
gesetzt, daB die freie Aminogruppe — tro‘z ihres nucleophilen Charak- 
ters — die Entstehung des reaktionsfihigen Zwischenproduktes vom 
Typ XXI nicht entscheidend verhindert. 


Eine derartige Konkurrenzreaktion XVIII +; VI wiirde zu einem vermutlich 
stabilen Guanidinderivat (XXII) fiihren, wodurch die intermolekulare Polyacy- 
lierung ganz bzw. vorzeitig abgebrochen wiirde: 


R—N=C=N—R + H,N—A—B—CO,H —_-+ R—HN—C=N—R 


l 
NH—A—B—CO,H 
XVIII VI XXII 


Modellversuche mit Dicyclohexylearbodiimid und primaren Aminen 
zeigten, daB Guanidinderivate unter den Versuchsbedingungen, die bei 
der Polyautokondensation des Startdipeptids (V1) angewandt wurden 
(s. unten), nur in sehr untergeordnetem Ma entstehen. Lost man hin- 
gegen in der Dimethylformamid-Lésung des Startdipeptids VI Dicyclo- 
hexylcarbodiimid (XVIII) in etwa aquimolarer Menge, so scheidet sich 
selbst bei Raumtemperatur schon nach einigen Minuten Dicyclo- 
hexylharnstoff (XX) ab, ein Zeichen dafiir, daB eine zum Polyester XIV 
fiihrende Umwandlung stattgefunden hat. Aus der Lésung lie8 sich in der 
Tat der Polyester XIV isolieren. 

Die Carbodiimid-Methode, die in diesem Fall das erste Mal zur 
Polyautokondensation eines bifunktionellen Peptids herangezogen 
wurde, lieferte die besten Ausbeuten unter den erprobten Methoden. 
Deshalb haben wir diese, beim L-L-Startdipeptid zuerst erprobte Me- 
thode auch zur Umsetzung des kostspieligen D-D-Startdipeptids heran- 
gezogen. 

D. Die vierte Methode zur intermolekularen Polyacylierung des L-L-Start- 
dipeptids VI lehnte sich an ein Verfahren an, das Waley?’ zur Polyautokonden- 
sation des y-L-Glutamyl-L-glutaminsaure-«,’-dimethylesters benutzt hat. Nach 
diesem auf der Peptidsynthese von Anderson und Mitarbeitern!® beruhenden 
Verfahren wird die Kondensation mit Hilfe von Tetraithylpyrophosphit bewirkt. 
Diese Methode lieferte bei unseren Versuchen jedoch die geringsten Ausbeuten. 

An dem nach der Carbodiimid-Methode hergestellten L-Polyester 
XIV wurde die Zuverlissigkeit des strukturermittelnden Abbaus, der 
friher beim APP und SPP angewandt wurde’, iiberprift. Zu diesem 
Zwecke wurde der L-Polyester XIV mit fliissigem Ammoniak zum Poly- 
amid XVI amidiert, dann dieses einem Hofmannschen Abbau und 
gleich darauffolgend einer sauren Hydrolyse unterworfen. Es ist ersicht- 
lich, daB bei diesem Abbau aus amidierten «-Glutamylresten (X XIII) — 
gemaB der Reaktionsfolge XXIII+~ XXIV—XXV — «,y-Diamino- 
buttersdiure (XXV), aus amidierten y-Glutamylresten (X XVI) hingegen 

17S. G. Waley, Chem. and Ind. 1954, 1148; J. chem. Soc. [London] 1955, 517. 


18 CC. W. Anderson, J. Blondinger u. A. D. Welcher, J. Amer. chem. Soc. 
74, 5309 [1952]. 
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— im Sinne der Umwandlung XXVI-- XXVII-- XXVIII — f-Formy]l- 
propionséure (XXVIII) entstehen sollte: 


CO— :: CO. 


l l 
- -_HN-CH-[CH,],,CONH, “"""~ . . —HN-CH-[CH,],.NH, ——-» 
XXIII XXIV 
CO,H 


Hydrolyee _, H,N-CH-[CH,],NH, 
XXV 
CONH, NH, 
| 
+ Eepom oo~.. 2M, .. soe denpcang.o— .. —_. 
XXVI XXVII 
Hydroly:e OHC:[CH,],.-CO,H + NH, 
XXVIII 


Wir konnten in der Tat beide Abbauprodukte (X XV als Diflavianat, 
XXVIII als p-Nitrophenylhydrazon) praiparativ fassen, obwohl der Ab- 
bau absichtlich im MikromaBstab durchgefiihrt wurde, d. h. ebenso, wie 
dies bei der Untersuchung des APP-s und des SPP-s der Fall wart. Voll- 
standigkeitshalber sei hier bemerkt, da das veresterte APP und SPP 
beim Abbau nur £-Formyl-propionsdéure (XXVIII) lieferte’, wahrend 
das Abbauhydrolysat des «-Poly-L-glutaminsaure-methylesters in pripa- 
rativ faBbarer Menge nur «,y-Diamino-buttersiure (X XV) enthielt’. 

Zur Herstellung der freien «,y-Polyglutaminséure (XV) aus den 
Polyestern XII, XIII und XIV wurden die letzteren mit 0,5—1,0-n. 
Natronlauge bei Raumtemperatur verseift, aus der Lésung bei pu 5,5 
bis 6,0 die Polysiure XV in Form ihres schwerléslichen Kupfer(II)- 
Salzes abgeschieden, letzteres in verd. Salzsiure mit Schwefelwasserstoff 
entkupfert, dann das Filtrat gegen Wasser dialysiert (Cellophan) und 
danach der Gefriertrocknung unterworfen. 

Ks ist nicht ausgeschlossen, daB bei der alkalischen Verseifung des Polyesters 
eine teilweise Isomerisierung der «-Glutamylreste zu y-Glutamylresten und um- 
gekehrt stattfinden kann, die nach Modellversuchen von Battersby und Robin- 
son?® mit einer partiellen (die Asymmetriezentren der sich isomer umwandelnden 
Glutamylreste beriihrenden) Racemisierung verbunden sein diirfte. Schon friiher 
haben wir gefunden, daB die partielle Racemisierung, die bei der alkalischen Ver- 
seifung des «-Poly-t-glutaminsdure-methylesters stattfindet®®, ginzlich verhiitet 
werden kann, wenn die alkalische Einwirkung in Gegenwart von iiberschiissigem 
Kupfer(II)-hydroxyd erfolgt#!. Dies 1aBt sich auch theoretisch deuten und man 
kann zugleich daraus schlieBen, daB eine Verhiitung der Racemisierung zugleich 
auch eine Verhiitung der Isomerisierung der eingebauten Glutamylreste bedeutet ™*. 


19 A. R. Battersby u. J.C. Robinson, J. chem. Soc. [London] 1955, 259. 

20 W. E. Hanby, 8S. G. Waley u. J. Watson, J. chem. Soc. [London] 1950, 
3239. 
21 V. Bruckner, K. Kovacs, J. Kovacs u. A. Kétai, Experientia [Basel] 
10, 166 [1954]; Acta chim. hung. [Budapest] 5, 267 [1955]. 

22 'V. Bruckner u. J. Kovacs, Acta chim. hung. [Budapest] (im Druck). 
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Zur Uberpriifung der Richtigkeit der letzteren Folgerung beabsichtigen wir Ver- 
seifungsversuche mit kristallinen, biuretpositiven Oligopeptiden, die einen ver- 
esterten Glutamylrest enthalten, anzustellen. Einstweilen wurde bei der alka- 
lischen Verseifung des Polyesters XIV auf den Zusatz von Kupfer(II)-hydroxyd 
verzichtet, da sich gezeigt hat, daB die Polysiure XV der L- bzw. D-Reihe auch 
ohnedies in fast optisch reinem Zustand gewonnen werden kann (s. unten), wenn 
die Konzentration der Lauge nicht zu hoch ist und ihre Einwirkungsdauer be- 
schrankt wird. ‘ 

Die freie «,y-Polyglutaminsiure (XV) der L- bzw. D-Reihe stellt 
eine flaumartige, schneeweiBe, in Wasser leicht lésliche Substanz dar, 
die sich besonders in ihrer blaustichigen Biuretreaktion von den bisher 
bekannten Polyglutaminséuren gegebenen Typs unterscheidet. Hierzu 
sei bemerkt, daB die «-Polyglutaminséure eine rein violette Biuret- 
reaktion zeigt, wahrend das APP, das SPP und die synthetischen y-Poly- 
glutaminsauren biuretnegativ sind. 

NaturgemaéB konnten bei jedem Verfahren nur stark polydisperse 
Polyester-Praparate (XII, XIII, XIV) gewonnen werden, die vermutlich 
auch Cyclopeptide enthalten kénnen. Um die Bildung der letzteren zu 
unterdriicken, wurde die zum Polyester fiihrende Umsetzung des Start- 
dipeptids VI bzw. seiner Derivate (VIII, XI) in méglichst konzentrierter 
Lésung durchgefihrt. Die auf die Verseifung des Polyesters folgende 
Dialyse, die auch den Zweck hatte, die Polydispersitat der aus dem stark 
polydispersen Polyester unmittelbar entstehenden «a,y-Polyglutamin- 
siure XV erheblich zu vermindern, konnte der kleinen Ansitze wegen, 
auf die wir einstweilen angewiesen waren, nicht auf beliebig lange Dauer 
erstreckt werden. Die gimstigste Ausbeute an verhaltnismaBig hoch- 
molekularen Komponenten scheint bei der ersten Methode erreichbar zu 
sein, doch ist sie auch hier gering (8,5°%). 

Das durchschnittliche Molekulargewicht der verschiedenen End- 
produkte, das einstweilen nur aus ihren Aminostickstoffwerten berechnet 
wurde, betrug maximal 10000. Die so ermittelten Werte sind nur mit 
Vorbehalt anzunehmen, da wegen der Spaltung der N-terminalen 
y-Glutamylbindungen, die sie im Laufe der Van Slykeschen Bestim- 
mung erleiden kénnen?’, zu vermuten ist, da die realen Werte das 
Doppelte der aus den Aminostickstoffwerten berechneten Molekular- 
gewichte betragen (diese Werte werden im Versuchsteil als korrigierte 
Molekulargewichte — ,,korr. Mol.-Gew.‘‘ — bezeichnet). Immerhin 
wiirde sich die etwaige Anwesenheit von Cyclopeptiden im entgegen- 
gesetzten Sinn auswirken. Wir beabsichtigen die einwandfreie Bestim- 
mung des durchschnittlichen Molekulargewichtes auf anderen Wegen in 
Kirze durchzufthren. 

DaB die nach der Dialyse gewonnenen Endprodukte in der Tat 
«,y-Polyglutaminséuren(XV) hédheren Molekulargewichtes enthalten, 
beweist ihre (im Vergleich zur y-L-Glutamyl-L-glutaminsaiure) sehr 
schwache Ninhydrinreaktion, ferner die papierchromatographische Un- 
tersuchung: sie zeigen nach gentigender Dialyse in Phenol-Wasser keine 


i H. Sachs u. E. Brand, J. Amer. chem. Soc. 76, 3601 [1954]. 
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Wanderungsfahigkeit, sondern verbleiben auch nach 36 Stdn. unbeweg- 
lich an der Startstelle. 

Serologische Untersuchungen von Prof. G.Ivanovics (Mikro- 
biologisches Institut der Universitat Szeged), iiber die an anderer Stelle 
ausfihrlich berichtet wird, zeigten, daB mit Antianthrax-Pferdeimmun- 
serum weder die «,y-Poly-L-glutaminsadure noch die «,y-Poly-D-glut- 
aminsaure eine Prazipitationsreaktion zeigt. Man kann daher feststellen, 
daB die Prazipitationsreaktion des Anthrax-Polypeptid-Antik6rpers in 
bezug auf die Konstitution der Polyglutaminsauren strukturspezifisch ist. 


Beschreibung der Versuche 


Synthese der Startdipeptide (VI) 
und ihrer carboxylaktivierten Derivate 

Carbobenzoxy-L- und -p-glutaminsadure-y-hydrazid (I) wurden 
nach einem a. a. 0.24 beschriebenen Verfahren dargestellt. 

L- und p-Glutaminsadure-a-benzylester (III) wurden nach dem Ver- 
fahren von Sachs und Brand? durch partielle Entbenzylierung des L-Glutamin- 
siure-dibenzylesters (s. unten) bzw. seines Antipoden gewonnen. 

L- und p-Glutaminsdure-dibenzylester-hydrochlorid: Die Ver- 
esterung der Glutaminséure mit Benzylalkohol wurde statt mit Salzsiure® mit 
Benzolsulfonsiure bewirkt. Die Ausbeute ist zwar niedriger (rund 49%) als beim 
bereits beschriebenen Verfahren® (61%), doch ist der ganze Arbeitsgang wesentlich 
einfacher. — 30 g L- bzw. p-Glutaminsaure und 36 g Benzolsulfonsaure wurden 
mit 150 g Benzylalkohol 6—8 Stdn. in einem Bad von 110° erwarmt. Nach dem 
Abkihlen wurde die klare Lésung bis zur vollstandigen Ausscheidung des Glut- 
aminsaure-dibenzylester-benzolsulfonats mit 50—100 mi Ather versetzt. Man ver- 
rihrte das abgesaugte und mit Ather gewaschene Kristallgut mit 200 m/ eis- 
gekihlter 8-proz. Natronlauge, schiittelte dann den Dibenzylester mit Ather aus 
und leitete in die mit Wasser gewaschene, anschlieBend mit Magnesiumsulfat 
getrocknete und hierauf mit Tierkohle geklarte Atherlésung trockenen Chlorwasser- 
stoff ein; das Dibenzylesterhydrochlorid schied sich dann in reiner Form aus. 
Ausb. 22 g (48,9% d. Th.). Schmp. beider Antipoden mit der Literaturangabe® 
iibereinstimmend 100—102 . 

Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-L-glutaminsaure-«’-benzylester 
(IV): Eine Lésung von 10,4 g Carbobenzoxy-L-glutaminsaure-y-hydrazid 
(I) in 100 mi eiskalter 2-n. Salzsiure wurde nach Zusatz von 110 ml Ather bei 
starker AuBenkiihlung (Eis-Kochsalz) und Schiitteln tropfenweise mit einer Lésung 
von 3,64 g Natriumnitrit in 20 ml Wasser versetzt. Die Atherschicht, die das ent- 
sprechende Azid (II) enthielt, wurde abgetrennt, die wiBrige Schicht zweimal mit 
je 50 ml Ather ausgeschiit:elt und die vereinigien Atherlésungen svufort wie folgt 
verarbeitet: 8,3 g L-Glutaminsadure-a-benzylester (III) wurden in 120 m/l 
Wasser durch Zusatz von 10,6 g Kaliumhydrogencarbonat gelést, die abgekiihlte 
Lésung mit der frisch bereiteten Atherlésung des Azids II versetzt, dann unter 
starker Kiihlung (Eis-Kochsalz) 20 Min. stark geriihrt und nachher das Riihren bei 
Raumtemperatur noch 90 Min. fortgesetzt. Die wenig opalisierende Fliissigkeit 
wurde klarfiltriert, dann die waBrige Schicht abgetrennt und unter Kihlung mit 
konz. Salzsiure angesduert (pp 1). Das ausgeschiedene krist. Produkt wurde ab- 
filtriert und mit Wasser gewaschen; Ausb. 14 g (80% d. Th.), Schmp. 171—173°. 
Nach zweimaligem Umkristallisieren aus wasserfreiem Methanol-Ather wurden 
11 g (62,8% d. Th.) eines analysenreinen Produktes gewonnen; Schmp. 177—178°; 


[a }}: —18,0° (c = 4,76; Methanol). 
24 V. Bruckner, J. Kovacs, H. Nagy u. M. Kajtar, Acta chim. hung. 
[Budapest] 6, 223 [1955]. 
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C,sH,,0,N, (500,5) Ber. C 60,0 H5,6.N5,6 Gef. C 59,9 H5,5 N5,5 


y-L-Glutamyl-u-glutaminsadure. Uberpriifung der Einheitlich- 
keit des Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-L-glutaminsaure-a’-benzyl- 
esters (IV): Eine Lésung von 1,2¢g des unmittelbar anfallenden krist. Roh- 
produktes IV vom Schmp. 171—173° in einem Gemisch von 25 ml Methanol, 5 ml 
Wasser und 0,1 ml Eisessig wurde nach Zusatz von 0,15 g Pd-Tierkohle (10% Pd) 
katalytisch hydriert. Nach der Beendigung der Hydrierung (1 Stde.) wurde das 
Filtrat bei Unterdruck trocken gedampft und der Riickstand (0,39 g) im Ex- 
siccator (P,O;) aufbewahrt. 4mg des krist. Riickstandes (Schmp. 176—178°) 
wurden in 2 ml Wasser gelést und 0,038 ml dieser Lésung (d. h. 76 y der Substanz) 
der Papierchromatographie unterworfen. Das Chromatogramm (Abb. 1, a) zeigt 
iiber den intensiven Fleck der y-L-Glutamyl-L-glutaminsaiure einen bedeutend 
kleineren und viel schwacheren Fleck, der von der «-L-Glutamyl-L-glutaminsaure 
herriithrt (Abb. 1, c). 


0, 
! 











a 6 c 


Abb. 1. Papierchromatographische Priifung der Einheitlichkeit des Carbobenzoxy- 
y-L-glutamyl]-L-glutaminsaure-o’-benzylesters (IV). — a: Rohprodukt IV vom 
Schmp. 171—173’, hydrogenolysiert. — b: 2mal kristallisiertes Produkt IV vom 
Schmp. 177—178 , hydrogenolysiert. — c: y-L-Glutamyl-L-glutaminsaure + «-L- 
Glutamyl-t-glutaminsiure 7:1. — (Lésungsmittel: Eisessig/n-Butanol/Wasser 
1:4:5. — Aufsteigende Chromatographie auf Wh. No. 4.-Papier. — 24 Stdn.; 
Lésungsmittelfront > 30cm. — Entwicklung mit Ninhydrin. — Auftragsstelle = x ). 


1,7 g des zweimal umkristallisierten Produktes IV vom Schmp. 177—178° 
wurden wie oben hydrogenolysiert. Das nach dem Eindampfen der Lésung er- 
haltene krist. Produkt wog 0,85 g und schmolz bei 177—179°. Das wie oben her- 
gestellte Chromatogramm (Abb. 1, b) beweist die Einheitlichkeit des Produktes. 
Die so gewonnene y-L-Glutamyl-L-glutaminsdure zeigte nach einmaligem 
Umkristallisieren aus waBrigem Aceton den Schmp. 185—186° (Lit.2°: 188—191°). 
[x]}®: +3,9° (c-=4,6; Wasser +1 Aquiv. HCl). 

Ci9H,,0,N2 (276,2) Ber. C43,5 H5,8 N10,1 Gef. C 43,6 H5,9 N9,9 


Carbobenzoxy-y-p-glutamyl-p-glutaminsaure-a’-benzylester 
([V) wurde aus den entsprechenden D-Glutaminsiurederivaten wie die L-L-stereo- 


2 W.J. Le Quesne u. G. T. Young, J. chem. Soc. [London] 1950, 1959. 














be 





Bd. 309 (1957) Synthese der «,-Poly-L-glutaminsaure] 35 


isomere Verbindung (s. oben) hergestellt. Schmp. des analysenreinen Produktes 
177°. [x]j": +18,1° (c= 2,7; Methanol). 
CogHogO,N, (500,5) Ber.C 60,0 H5,6 N5,6 Gef.C60,.0 H5,8 N5,8 


Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-L-glutaminsdure-«, y’-dimethyl-a’ - 
benzyl-ester (V): Eine warm bereitete Lésung von 10 g Carbobenzoxy-y-L- 
glutamyl-L-glutaminsaure-«’-benzylester (IV) in 100 mi Methanol wurde 
rasch auf 0° abgekiihlt und dann bis zur Bestandigkeit der gelben Farbe mit einer 
Ather-Lésung von Diazomethan versetzt. Nach dem Abdampfen der Liésung 
bei Unterdruck und Raumtemperatur blieb ein krist. Produkt zuriick, das auf dem 
Filter mit absol. Ather gewaschen und nachher aus absol. Methanol-Ather einmal 


umkristallisiert wurde. Ausb. 8,5 g (80,5% d.Th.). Schmp. 105—106°. [x]? :—30,0° 
(c=4,95; Methanol). 


C.7H3.0,N, (528,5) Ber.C 61,35 H6,1 N5,3 CH,0 11,8 
Gef.C 61,25 H6,3 N54 CH,O 11,9 


Carbobenzoxy-y-p-glutamyl-p-glutaminsaure-a,y’-dimethyl-a’ - 
benzyl-ester (V) wurde wie die L-L-stereoisomere Verbindung (s. oben) aus 
D-D-IV hergestellt. — Schm. 104—106 . [a]?: + 30,0’ (c= 2,5; Methanol). 


C.7H3.0,N, (528,5) Ber. C 61,35 H6,1 N5,3 Gef. (61,15 H6,05 N5,4 


y-L-Glutamyl-L-glutaminsaure-a«,y’-dimethylester (VI): Eine Lé- 
sung von 9,2 g Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-L-glutaminsadure-«,y’ -di- 
methyl-a’-benzylester (V) in einem Gemisch von 150 ml Methanol, 5 ml 
Eisessig und 10 ml Wasser wurde in Gegenwart von 0,5 g Pd-Tierkohle (20% Pd) 
(2,5 Stdn.) hydriert. Nach Abdampfen des Filtrats bei Unterdruck blieb ein farb- 
loses Ol zuriick. Dieses wurde in wenig absol. Methanol gelést und die Lésung bis 
zur maximalen Kristallausscheidung mit absol. Ather versetzt. Das abfiltrierte, mit 
Ather gewaschene farblose krist. Produkt wog 2,66 g und schmolz bei 145—146°. 
Aus der Mutterlauge konnte noch 1 g des Produktes von demselben Schmp. heraus- 
gewonnen werden (Gesamtausbeute 69% d. Th.). Die so gewonnene Substanz ist 
zur weiteren Verarbeitung geniigend rein. Zur Analyse wurde eine Probe aus absol. 
Methanol-Ather einmal umkristallisiert ; Schmp. 147—148' ; [a] 7e:+ 17,0 (c=4,76; 
Methanol). 
C,.H.)0,N, (304,3) Ber. C 47,4 H6,6 N9,2 CH,O 20,4 
Gef. C 47,7 H6,9 N9,2 CH,O 20,3 


y-p-Glutamyl-p-glutaminsaure-a,y’-dimethylester (VI) wurde wie 
die L-L-stereoisomere Verbindung (s. oben) aus p-p-V hergestellt. — Schmp. 147°. 


[w]7?: —17,7 (¢=2,2; Methanol). 
C,sH,,0,N, (304,38) Ber. C 47,4 H6,6 N9,2 Gef. 0 47,2 H6,6 N9,1 


Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-L-glutaminsadure-a«,y’-dimethyl- 
ester (VII): Eine Lésung von lg y-L-Glutamyl-L-glutaminsaure-«,»’ - 
dimethylester (VI) in 10 ml 7,3-proz. Kaliumhydrogencarbonat-Lésung wurde 
nach Zusatz von 5 ml Ather und 1,5 g Chlorameisensaure-benzylester zuerst 
unter Eiskiihlung, dann bei Raumtemperatur je 2 Stdn. kraftig geriihrt. Das 
Gemisch wurde zwecks Entfernung des nicht umgesetzten Chlorameisensiure- 
benzylesters 2mal mit je 8 ml Ather ausgeschiittelt, dann der wiBrige Anteil nebst 
Eiskiihlung mit konz. Salzsiure angesduert (py 1), wobei sich das Umsetzungs- 
produkt als dickes 6] ausschied. Letzteres wurde in 40 ml Essigester aufgenommen 
und diese Lésung nach dem Trocknen mit Magnesiumsulfat bei Unterdruck ein- 
gedampft. Der élige Riickstand erstarrte allmahlich beim Aufbewahren im Va- 
kuumexsiccator iiber P,O, und Paraffin. Die mit Petrolather gewaschene Substanz 
wog 0,72 g (49% d. Th.), schmolz bei 113—114 und war nach einmaligem Um- 
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kristallisieren aus Chloroform-Petrolither analysenrein, wobei der Schmp. auf 
117—118° stieg. [a]: —9,27° (c=6,04; Methanol). 


Co9H2,0,N, (438,4) Ber. C 54,8 H6,0 N6,4 CH,O 14,2 
Gef. C 54,8 H6,0 N6,1 CH,O 14,0 
Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-«’ -L-glutamylthiophenol-«,y’ -di- 
methylester (X): Kine Lésung von 0,88 g Carbobenzoxy-y-L- glutamy]- L- 
glutaminsaure-«, y’-dimethylester (VII)-in 5 mi absol. Tetrahydrofuran 
wurde unter Eiskiihlung und Riihren mit 0,28 m/ Triathylamin, hierauf tropfen- 
weise mit 0,19 m/ Chlorameisensaure-athylester versetzt, 30 Min. weiter geriihrt, 
dann eine Lésung von 0,2 ml Thiophenol in 2 m/ Tetrahydrofuran hinzugefiigt 
und weitere 30 Min. geriihrt. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei Raumtemperatur 
wurde das ausgeschiedene Triathylammoniumchlorid abfiltriert und die Lésung 
bei Unterdruck abgedampft. Der élige Riickstand zerfiel nach Verreiben mit 25 ml 
Wasser zu Kristallen, die auf dem Filter mit Wasser und nach scharfem Ab- 
saugen mit Petrolither gewaschen wurden. Das trockene Rohprodukt wog 0,92 g 
(86,4% d. Th.) und schmolz bei 109—110. Nach Umkristallisieren aus Benzol- 
Petrolather und danach aus absol. Methanol wurde das Produkt analysenrein 
gewonnen (0,61 g; 57% d. Th.), Schmp. 111—112’. [a ]7?: +3,57 (c=3,08; 
Tetrahydrofuran). 
CygH390,N.8 (530,6) Ber. C 58,85 H5,7 N5,3 CH,O 11,7 
Gef. C 58,5 H 5,65 N5,5 CH,O 12,0 


Hydrobromid des y-L-Glutamyl-o’ -t-glutamylthiophenol-«,y’- 
dimethylesters (XI-Hydrobromid): 1 g des Thiophenylesters X wurde mit 
10 ml Bromwasserstoff- Kisessig (30% HBr) iibergossen und unter Feuchtig- 
keitsausschluB 1 Stde. sich selbst iiberlassen. Wahrenddessen kam die anfangs 
rege Gasentwicklung (CO,) zum Stillstand, und es entstand eine klare Lésung. Auf 
Zusatz von 15 ml absol. Ather schied sich aus der Lésung das Hydrobromid als eine 
gelbstichige, etwas klebrige Substanz aus. Nach dem AbgieBen der Flissigkeit 
wurde das Produkt mit 15 ml absol. Ather zerrieben, die Lésung abgegossen, diese 
Operation noch zweimal wiederholt und schlieBlich das gelbliche Pulver im Ex- 
siccator iiber Schwefelséure und Paraffin getrocknet bzw. aufbewahrt. Ausb. 0,72 g 
(80% d. Th.). Die Substanz ist stark hygroskopisch. Kristallisationsversuche waren 
erfolglos. 

Umsetzung des Startdipeptids VI 
baw. seiner carboxylaktivierten Derivate iiber den Polyester 
(XII; XIII; XIV) zur «,y-Polyglutaminsaure 

A. Erste Methode 

a) Herstellung des Polyesters aus dem Carbobenzoxy-L-L-Start- 
dipeptid (VII): Eine eisgekiihite und geriihrte Lésung von 2,16 g Carbobenz- 
oxy-y-L-glutamyl-L-glutaminsaure-«,7’ -dimethy lester (VII) in 8ml 
Dimethylformamid wurde unter Feuchtigkeitsaussc hluB zuerst mit 0,69 ml Tri- 
athylamin, hierauf mit 0,48 m/ Chlorameisensaiure-athylester versetzt. Man 
riihrte noch 30 Min. weiter, filtrierte das ausgeschiedene Triaithylammoniumchlorid 
(0,59 g; ber. 0,66 g) ab und wusch es mit 2 m/ eiskaltem Dimethylformamid aus. 
Die mit der Waschfliissigkeit vereinigte Lésung, die das gemischte Esteranhydrid 
VIII enthielt, wurde in einem Zweihalskélbchen mit 0,3 g Pd-Tierkohle(10% Pd) 
versetzt, dann die eine Miindung mit einem bis zum Boden des Kélbchens reichen- 
dem Gaseinleitungsrohr, die andere mit einem gewogenen Kaliapparat verbunden. 
Man lieB durch das mit Eis gekiihlte Gemisch einen langsamen Wasserstoffstrom 
(1 Blase pro 2 Sek.) streichen. Nach 3 Stdn. kam die CO,-Angabe, die insgesamt 
0,18 g betrug, zum Stillstand. Die ber. CO,-Angabe betragt fiir den Umsatz 
VIII + IX 0,21 g. Das Gemisch wurde scharf abgeschleudert und der Bodensatz 
in der Zentrifuge (durch Aufschlimmen und Abschleudern) mit je 6 ml Dimethyl- 
formamid zweimal ausgewaschen und sémtliche Lésungen vereinigt (etwa 20 ml). 
Die Halfte der Lésung (P,) wurde bei Raumtemperatur 24 Stdn. stehengelassen, 
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dann bei Unterdruck eingeengt und der élige Riickstand 1 Stde. auf 60 erwarmt; 
die andere Halfte der Losung (P,) wurde nach Zusatz von 0,34 ml Triaithylamin 
derselben Prozedur unterworfen. Man erhielt aus beiden Ansitzen den Polyester 
als klebrigen Riickstand, der vom anhaftenden Katalysator graustichig war. Beide 
Produkte (P, und P,) wurden einige Tage im Vakuumexsiccator iiber Schwefel- 
siure und Paraffin aufbewahrt, dann ohne weitere Reinigung auf gleiche Weise 
verarbeitet. 

a,y-Poly-L-glutamyl-L-glutaminsaure (XV): Der rohe Polyester 
(P, bzw. P,) wurde mit 3 ml n-NaOH bei Raumtemperatur 90 Min. stehengelassen, 
danach die Lésung mit Salzsaure auf py 6 eingestellt und schlieBlich nebst starkem 
Riihren mit einer gesattigten Kupfer(II)-sulfatlésung tropfenweise bis zur 
maximalen Fallung versetzt. Man schleuderte das ausgeschiedene Kupfer(II)-Salz 
der Polysiure XV scharf ab und wusch es in der Zentrufuge (durch Aufschlammen 
und Abschleudern) 4mal mit je 8 m/ Wasser aus. Jetzt wurde der nasse Bodensatz 
in 15 ml 0,1-n.HCl gelést, durch die Lésung bis zur vollstaéndigen Abscheidung 
des Kupfers Schwefelwasserstoff, dann bis zur Verdrangung des letzteren ein Luft- 
strom geleitet und schlieBlich der Niederschlag scharf abgeschleudert. Man dialy- 
sierte die klare Lésung 36 Stdn. gegen insgesamt 1,2 / Wasser (in drei Ansitzen von 
je 400 ml; Cellophan), unterwarf sie danach der Gefriertrocknung und trocknete 
schlieBlich den farblosen, flaumartigen Riickstand 24 Stdn. in der Pistole iiber 
P,O; bei 100 . Ausbeute aus Ansatz P, 45 mg, aus P, 70 mg; Gesamtausbeute 
8,5% d. Th., auf das Startdipeptid berechnet. 


[C;H,O,N-H,O]n Ber. C 40,8 H6,2 Gesamt-N 9,5 

Aus Polyester-P, Gef. C 41,8 H5,8 Gesamt-N 9,2 Amino-N 0,23 
(ber. Mol.-Gew. 6090, korr. Mol.-Gew. 12180 = 94 Glutamylreste) 
Aus Polyester-P, Gef. C 41,7 H5,4 Gesamt-N 10,2 Amino-N 0,14 
(ber. Mol.-Gew. 10000, korr. Mol.-Gew. 20000 = 154 Glutamylreste) 


Aus den Analysendaten ersieht man, daB die «,y-Poly-L-glutaminsiure Wasser 
sehr stark bindet, wie dies auch bei den y-Polyglutaminsauren der Fal] ist. Wird 
nach der Gefriertrocknung die Substanz nicht in der Pistole bei 100° getrocknet, 
sondern im Vakuumexsiccator iiber P,O,; aufbewahrt und dann analysiert, so 
deuten die gefundenen Werte auf eine Polyglutaminsaure, die fiir jeden Glutamin- 
siurerest 1 Mol. gebundenes Wasser enthalt (s. die nach der Methode C. und D. 
gewonnenen Produkte). 

Die oben gewonnene «,y-Poly-L-glutaminsaure stellt eine flaumartige, farb- 
lose Substanz dar, die in Wasser sehr leicht léslich ist. Sie zeigt eine positive 
Biuretreaktion, die im Vergleich mit der Biuretreaktion der «-Poly-L-glutamin- 
siure blaustichig ist. Ihre Ninhydrinreaktion ist (am Filterpapier getestet) nur 
schwach positiv; Empfindlichkeitsgrenze 20 y, bei der y-L-Glutamyl]-L-glutamin- 
siure 0,2 y. — Die papierchromatographische Untersuchung zeigte, daB beide 
Produkte (P,, P,) in vorwiegendem Ma Polyglutaminsdéuren héheren Molekular- 
gewichtes enthalten, die keine Wanderungsfahigkeit zeigen. Zwecks Entfernung 
der verhaltnismafig niedrigmolekularen Komponenten, die noch eine geringe 
Wanderungsfahigkeit haben, wurden 26 mg des aus dem Polyester-P, gewonnenen 
Produktes in 1 m/l Wasser gelést, die Lésung gegen 4 m/ Wasser (in 4 Ansitzen) 
48 Stdn. dialysiert (Cellophan) und schlieBlich in gefrorenem Zustand eingetrocknet. 
Der Riickstand (etwa 2 mg) bildete eine sehr schwach ninhydrinpositive Fraktion, 
die papierchromatographisch nicht mehr aufgeteilt werden konnte, sondern auch 
nach 48 Stdn. unbewegt an der Auftragsstelle verblieb. 

b) Herstellung des Polyesters unmittelbar aus dem L-u-Start- 
dipeptid (VI): Eine eisgekiihlte und geriihrte Lésung von 460 mg des L-L- 
Startdipeptids VI in 3 ml Dimethylformamid und 0,21 mi Triithylamin wurde 
mit 0,14 ml Chlorameisensaure-athylester versetzt, 30 Min. weiter geriihrt, 
dann das ausgeschiedene Triéthylammoniumchlorid (140 mg) abfiltriert und am 
Filter einigemal mit insgesamt 0,5 ml eiskaltem Dimethylformamid ausgewaschen. 
Man versetzte das mit der Waschfliissigkeit vereinigte Filtrat mit 0,21 m/ Triathyl- 
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amin und riihrte die Lésung 1 Stde. bei 50’. Nach 24stdg. Aufbewahren bei Raum- 
temperatur wurde die Lésung bei Unterdruck eingedampft (Badtemperatur 80°), 
der gelbe, dlige Riickstand 12 Stdn. im Vakuumexsiccator (P,O;, Paraffin) auf- 
bewahrt, danach in 5 ml Methanol gelést, die Losung mit Ather versetzt, der dlig 
ausgeschiedene Polyester abgeschleudert, mit Ather digeriert und schlieBlich im 
Exsiccator (H,SO,) aufbewahrt. 

«,y-Poly-Lt-glutaminsaure (XV): Der oben gewonnene Polyester wurde 
mit 8 ml 0,5-n. NaOH 40 Min. bei Raumtemperatur verseift, dann aus der auf 
pu 5,5 eingestellten Lésung das Kupfer(II)-Salz der Polysiure auf iibliche Weise 
ausgefallt, der Niederschlag abgeschleudert, in der Zentrifuge 3mal mit je 5 mi 
Wasser gewaschen und nachher im Vacuumexsiccator (P,0;) getrocknet (80 mg). 
Man léste das Kupfer(II)-Salz in 10 ml 0,l-n. HCl, entkupferte die Lésung auf 
iibliche Art, dialysierte (Cellophan) sie danach 24 Stdn. gegen insgesamt 2,51 
dest. Wasser (in drei Ansaitzen) und unterwarf sie schlieBlich der Gefriertrocknung. 
Die «,y-Poly-L-glutaminsaure (XV) hinterblieb als ein flaumartiges, schneeweiBes 
Produkt (5 mg). — Amino-N 0,20%, ber. Mol.-Gew. 7000; korr. Mol.-Gew. 14000. 
(= 106 Glutamylreste). 

Das Chromatogramm des Produktes zeigte einen auf der Auftragsstelle ver- 
bliebenen Fleck, etwas verzogen in der Wanderungsrichtung. Die Empfindlich- 
keitsgrenze der Ninhydrinreaktion betrug 30 y. 


B. Zweite Methode . 


Polyester XIII: In einem Gemisch von 5 m/ Aceton und 3 ml Dimethyl- 
formamid wurden 0,72 g des rohen y-L-Glutamyl-«’-t-glutamylthiophenol- 
«,y’-dimethylester-hydrobromids (XI-Hydrobromid) gelést, die Lésung 
nach Zusatz von 0,45 m/l Triéthylamin 24 Stdn. bei Raumtemperatur sich selbst 
iiberlassen, dann bei Unterdruck eingedampft, wobei die Badtemperatur zum 
SchluB auf 100 gesteigert wurde. Man digerierte den klebrigen Riickstand zweimal 
mit je 10 m/l Wasser, danach zweimal mit 10 m/ Ather. Der im Exsiccator getrock- 
nete Polyester (XIII) lieB sich zu einem fast farblosen Pulver zerreiben. 

«,y-Poly-Lt-glutaminsaure (XV): Der oben gewonnene Polyester XIII 
wurde in 7m/ n-NaOH aufgenommen, nach 1-stdg. Stehenlassen bei Raum- 
temperatur die entstandene Liésung mit n-HCl auf pq 6 eingestellt und mit ge- 
saittigter Kupfer(II)-sulfatlésung das Kupfer(II)-Salz der Polysiure abgeschieden. 
Der Niederschlag wurde abgeschleudert, dreimal in der Zentrifuge mit je 10 m/ 
Wasser gewaschen, dann in 10 ml 0,1-n. HCl gelést, die Lésung mit H,S entkupfert, 
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Abb. 2. Papierchromatographische Untersuchung der nach der zweiten, dritten 
und vierten Methode gewonnenen a,y-Poly-glutaminsiuren. — a: Zweite Methode, 
L-Polysiure. — b: Dritte Methode, L-Polysiure, Amino-N 0,48%. — ec: Dritte 
Methode, L-Polysiure, Amino-N 0,36%. — d: Dritte Methode, p-Polysiure, 
Amino-N 0,53%. —-e: Dritte Methode, D-Polysiure, Amino-N 0,43%. — f: Vierte 
Methode, L-Polysiure. 
(Lésungsmittel: Phenol/Wasser 7:3. Aufsteigende Chromatographie auf Wh.No. 1.- 
Papier. 36 Stdn.; Lésungsmittelfront > 30 cm. — Entwicklung mit Ninhydrin. 
x = Auftragsstelle). 
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danach 24 Stdn. gegen insgesamt 800 m/ Wasser (in zwei Ansitzen) dialysiert und 
schlieBlich der Gefriertrocknung unterworfen. Der in der Pistole bei 100° 24 Stdn. 
getrocknete etwas gelbstichige Riickstand wog 20 mg (Ausbeute 2% d. Th., auf 
das angesetzte Startdipeptid berechnet). 

[C;H,O,N-H,O]n Ber. C 40,8 H6,2 N9,5 Gef. C42,0 H6,0 N9,8 Asche 0,14 


Die Substanz zeigt die gleiche Biuret- und Ninhydrinreaktion, wie die nach 
der ersten Methode gewonnene «,y-Poly-L-glutaminsaure. Ihr Chromatogramm 
weist auf eine Polydispersitaét hin, weiterhin auf héhere Polypeptide, die die Auf- 
tragsstelle binnen 36 Stdn. nicht verlassen (Abb. 2, a). 


C. Dritte Methode 

L-Polyester XIV: In einer Lésung von 3,0 g des L-L-Startdipeptids VI 
in 15 ml Dimethylformamid wurden 2,1 g Dicyclohexylcarbodiimid gelést. 
Man erwarmte das Gemisch, das schon nach einigen Minuten von der einsetzenden 
Ausscheidung des Dicyclohexylharnstoffs triibe wird, 1 Stde. auf 50 (RiickfluB- 
kiihler mit angesetztem Chlorcalciumrohr), lie} dann bei Raumtemperatur 24 Stdn. 
stehen und filtrierte schlieBlich den ausgeschiedenen Dicyclohexylharnstoff (1,6 g) 
ab. Das Filtrat wurde bei 20 Torr (Badtemperatur 80°) eingedampft und der gelb- 
liche, dlige Riickstand in 10 m/ Methanol gelést, wobei sich noch eine geringe Menge 
Dicyclohexylharnstoff ausschied. Die klarfiltrierte Losung wurde im Zentrifugen- 
rohr nebst starkem Riihren mit 60 mi absol. Ather versetzt, der klebrig aus- 
geschiedene Polyester XIV abgeschleudert, mit Ather einigemal durchgewaschen 
und nachher im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsiure getrocknet. Der trockene, 
rohe Polyester XIV stellt eine fast farblose, amorphe, pulverisierbare Substanz 
dar. Ausb. 0,81 g. 

Konstitutionsermittelnder Abbau des a,y-Poly-t-glutamin- 
siure-methylesters: 500mg des oben gewonnenen rohen Polyesters XIV 
wurden mit 30 mi fliissigem Ammoniak im SchieBrohr 72 Stdn. bei Raumtempe- 
ratur aufbewahrt. Nach Offnen des Rohrs und Abdunsten des Ammoniaks wurde 
der schaumartige Riickstand in 20 ml Wasser aufgenommen, die Lésung gegen 
insgesamt 1,21 dest. Wasser (in 2 Ansiatzen) dialysiert (Cellophan) und alsdann 
der Gefriertrocknung unterworfen. Das Polyamid XVI blieb als farblose, amorphe 
Substanz zuriick. Ausb. 101 mg. 

33 mg des Polyamids XVI wurden mit 1,4 m/ einer 1,15-proz. alkalischen 
Natriumhypochloritlésung (iiberschiiss. Alkalitét 1,6-n.) 2 Stdn. bei Raum- 
temperatur stehengelassen, dann 15 Min. auf 60 erwirmt. Die Lésung wurde 
nach Zusatz von 10 mi 20-proz. Salzsiure 30 Min. gekocht, dann bei Unterdruck 
trockengedampft, der Riickstand in 2 ml Wasser gelést, die Lésung wiederum ab- 
gedampft und die letzte Prozedur noch einmal wiederholt. Der Riickstand wurde 
mit 1 mi einer frisch bereiteten, gesittigten Lésung von p-Nitrophenylhydrazin 
in n-HCl verriihrt, das Gemisch einige Sek. in ein Bad von 60° getaucht, dann mit 
Eiswasser abgekiihlt. Das allmahlich ausgeschiedene #-Formylpropionsaure- 
p-nitrophenylhydrazon wurde abfiltriert, zuerst mit einigen Tropfen n-HCl, 
dann mit Wasser gewaschen und schlieBlich im Vakuumexsiccator getrocknet. 
Das Produkt wog 8,5 mg (30,2% d. Th.) und schmolz bei 177—178°; eine Misch- 
probe mit einem authent. Praiparat vom Schmp. 178 zeigte keine Depression. 

32 mg des Polyamids XVI wurden mit einer alkalischen Natriumhypo- 
chloritlésung wie oben behandelt, dann nach Zusatz von 10 ml 20-proz. Salzsiure 
2 Stdn. riickflieBend gekocht. Die Lésung wurde eingedampft, der Riickstand mit 
1 ml kalter rauchender Salzsiure verrieben, das ungeléste Natriumchlorid ab- 
filtriert und das Filtrat eingedampft. Jetzt wurde der Riickstand in einigen 
Tropfen Wasser gelést und die Lésung mit 2 mi einer kalt gesattigten waBr. Flavian- 
siurelésung vermischt. 24 Stdn. spiter wurde das kristallin ausgeschiedene Di- 
flavianat der a,y-Diamino-buttersaure abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
und getrocknet. Ausb. 33,2 mg (35,5% d. Th.); Schmp. 230°. Das aus Wasser um- 
kristallisierte Produkt schmolz bei 239°; eine Mischprobe mit einem authent. 
Praparat vom Schmp. 239° zeigte keine Depression. 
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«,y-Poly-Lt-glutaminsaure(XV):750 mg des nach der dritten Methode ge- 
wonnenen rohen Polyesters XV wurden mit 14m/ 0,5-n. NaOH 40 Min. bei Raum- 
temperatur verseift, dann die Lésung mit Salzsiure auf py 5,5 eingestellt und das 
Kupfer(II)-Salz der Polysaéure auf iibliche Art ausgefallt. Letzteres wurde in der 
Zentrifuge mit je 20 ml Wasser dreimal gewaschen, dann in 20 ml 0,1-n. Salzsaure 
aufgenommen, die saure Lésung auf iibliche Weise entkupfert und zum SchluB 
gegen insgesamt 3 / dest. Wasser (in drei Ansatzen) 48 Stdn. dialysiert (Cellophan). 
Nach der Gefriertrocknung der dialysierten Lésung blieb die Polysaiure als schnee- 
weiBe, flaumartige Substanz zuriick. Sie wurde vor der Analyse 24 Stdn. im 
Vakuumexsiccator iiber P,O, aufbewahrt. Ausb. 150 mg (5,8% d. Th., auf das an- 


gesetzte Startdipeptid [3,0 g| berechnet). [a]? : —11,5’ (c=1,7; Wasser). 


[C;H,O,N-H,O]n Ber. C 40,8 H6,2 N 9,5 
Gef. C 41,3 H6,2 Gesamt-N 9,8 Amino-N 0,48 


(ber. Mol.-Gew. 2910, korr. Mol.-Gew. 5820 =44—46 Glutamylreste)! 


Die Eigenschaften (Wasserléslichkeit, Biuret- und Ninhydrinreaktion) der 
Substanz stimmen mit denjenigen der nach der ersten und zweiten Methode 
gewonnenen «,y-Poly-L-glutaminsaure iiberein. Ihr Chromatogramm wies an der 
Auftragsstelle einen Fleck auf, der in der Wanderungsrichtung etwas verzogen 
ist (Abb. 2, b). Wird eine Lésung von 34 mg der Polysaure in 5 ml dest. Wasser 
gegen insgesamt 1,2 1 Wasser (in 2 Ansitzen) 24 Stdn. wiederholt dialysiert (Cello- 
phan), so werden nach der Gefriertrocknung der Lésung 8 mg einer Polysdure 
gewonnen, die bei der papierchromatographischen Kontrolle ganz unbeweglich 
an der Startstelle verbleibt (Abb. 2, c) und deren Ninhydrinreaktion eine geringere 
impfindlichkeitsgrenze (100 y) hat. Ihr Aminostickstoffwert betrug 0,36%; daraus 
ber. Mol.-Gew. 3890, korr. Mol.-Gew. 7780 (d. h. 60 Glutaminsaureeinheiten). 

Die Polysiure vom Aminostickstoffgehalt 0,48°% wurde wie folgt auf ihre 
optische Reinheit gepriift: eine Lésung von 48 mg der Polyséure in 10 ml konz. 
Salzséure wurde im SchieBrohr 16 Stdn. auf 106’ erwirmt, dann die Lésung bei 
Unterdruck eingedampft, der Riickstand in 10 m/ Wasser gelést. Der Drehwert 
dieser Lésung, die 0,48 mg Glutaminsaure (als Hydrochlorid) enthielt, betrug in 
1-dm-Rohr +0,15' +0,01 . Die Lésung der als Ausgangssubstanz der Synthese 
angewandten reinsten L-Glutaminséure zeigte bei derselben Einwaage und nach 
derselben Vorbehandlung genau denselben Drehwert. 

pD-Polyester XIV: Eine Lésung von 450 mg des p-p-Startdipeptids 
VI in 4m Dimethylformamid wurde nach Zusatz von 0,33 g Dicyclohexyl- 
carbodiimid unter FeuchtigkeitsausschluB 1 Stde. auf 50’ erwarmt. Nach 48-stdg. 
Aufbewahren bei Raumtemperatur wurde der ausgeschiedene Dicyclohexylharn- 
stoff abfiltriert, das Filtrat bei Unterdruck abgedampft und der gelbe, dlige Riick- 
stand in 5ml Methanol gelést. Nach Stehenlassen abermals ausgeschiedener 
Dicyclohexylharnstoff wurde abfiltriert, aus dem Filtrat der p-Polyester XIV 
ebenso abgesondert, wie beim L-Polyester beschrieben. 

a,y-Poly-p-glutaminsaure (XV): Der im Exsiccator getrocknete und 
pulverisierte rohe D-Polyester wurde mit 8 m/ 0,5-n. NaOH 40 Min. bei Raum- 
temperatur verseift, dann aus der auf py 5,5 eingestellten Lésung das Kupfer(II)- 
Salz der p-Polysiure auf iibliche Weise abgeschieden und in der Zentrifuge drei- 
mal mit je 10 m/ Wasser gewaschen. Man loste das feuchte Kupfer(II)-Salz in 
15 m/ 0,1-n. HCl, entkupferte die Lésung iiblicher Art und unterwarf sie 36 Stdn. 
der Dialyse (Cellophan) gegen insgesamt 2 / dest. Wasser (in 3 Ansatzen). Nach der 
Gefriertrocknung der Lésung blieben 55 mg der p-Polysaiure in Form von 
schneeweiBen Flocken zuriick. Ausb. 13% d. Th., auf das angesetzte Startdipeptid 


berechnet. [a]p: + 11,6? (c=2,11; Wasser). 


[C;H,O,;N-H,O]n Ber. N9,5 Gef. N 9,9 Amino-N 0,53 
(ber. Mol.-Gew. 2640, korr. Mol.-Gew. 5280) Asche 0,5 CH,O 0,4 
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Das Produkt zeigte dieselbe Biuret- und Ninhydrinreaktion, wie die «,y-Poly- 
L-glutaminsaure. Empfindlichkeitsgrenze der Ninhydrinreaktion 10 y. Das Chro- 
matogramm zeigte einen an der Auftragsstelle verbliebenen Fleck, der in der Wan- 
derungsrichtung wenig verzogen ist (Abb. 2, d). 

Eine Lésung von 32 mg der oben gewonnenen Polysiure in 2 m/l Wasser 
wurde gegen 1,51 dest. Wasser (in 3 Ansatzen) 48 Stdn. abermals dialysiert (Cello- 
phan). Nach der Gefriertrocknung der Lésung wurden 5 mg einer Polysaure zuriick- 
gewonnen, deren Aminostickstoffwert 0,43% betrug; daraus ber. Mol.-Gew. 3250, 
korr. Mol.-Gew. 7500 (= 58 Glutaminsaurereste). Das Chromatogramm zeigte 
einen an der Auftragsstelle verbliebenen Fleck, nur unbedeutend verzogen in der 
Wanderungsrichtung (Abb. 2,e). Die Empfindlichkeitsgrenze der Ninhydrin- 
reaktion betrug 40 y. 

D. Vierte Methode 

a,y-Poly-L-glutaminséiure (XV): 0,75g des .L-L-Startdipeptids 
wurden mit einem Gemisch von 3,5 ml Diathylphosphit und 2,2 ml Tetra- 
aithylpyrophosphit 10 Minuten auf 100 erwarmt und dann die Lésung bei 
Unterdruck trockengedampft, wobei ein halbfester, gelblicher Riickstand zuriick- 
blieb. Letzterer wurde mit 25 mi Ather verrieben und nach AbgieBen der Fliissig- 
keit in 6 ml n-NaOH aufgenommen. Nach 1, Stde. wurde die alkalische Lésung 
48 Stdn. gegen str6mendes dest. Wasser (15 1) dialysiert (Cellophan) und nachher 
der Gefriertrocknung unterworfen. Das so gewonnene (gelb gefarbte) Natrium- 
salz der Polysiure wurde in 8 ml Wasser gelést, aus der Lésung bei py 6 das 
Kupfer(II)-Salz der Polysiure auf iibliche Weise ausgefallt, viermal in der Zentri- 
fuge mit je 10 ml Wasser gewaschen, dann in 20 m/ 0,1-n. HCl gelést, die Lésung 
auf iibliche Art entkupfert, danach gegen 1 / dest. Wasser (in 3 Ansatzen) 24 Stdn. 
dialysiert (Cellophan) und zum Schlu8 der Gefriertrocknung unterworfen. In Form 
einer gelbstichigen amorphen Substanz blieben 15 mg der Polysaure zuriick. 
Ausb. 2,2% d. Th., auf das angesetzte Startdipeptid berechnet. 

[C;H,O,N-H,O]n Ber. C 40,8 H6,2 N 9,5 
Gef. C 40,7 H5,8 N9,1 Asche 0,3 

Das Chromatogramm des Produktes zeigte einen auf der Auftragsstelle ver- 
bliebenen Fleck, wenig verzogen in der Wanderungsrichtung (Abb. 2, f). 

Wir danken der Ungarischen Akademie der Wissenschaften fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit. — Die Mikroanalysen wurden in unserem Institut 
von Fr. H. Schweiger und Fr. 8. Kutassy durchgefiihrt, wofiir wir auch an 
dieser Stelle bestens danken. 


Zusammenfassung 

Um die Spezifititsgrenze der Prazipitationsreaktion des Anthrax- 
Polypeptid-Antik6rpers in bezug auf die Konstitution der prazipitieren- 
den Polyglutaminsauren feststellen zu kénnen, wurde die Synthese der 
x,y-Poly-L-glutaminséure und der «a,y-Poly-D-glutaminséure durch- 
gefihrt. 

Als Schlisselsubstanz der Synthese diente der y-L-Glutamyl-L- 
glutaminsaure-«,y’-dimethylester bzw. sein Antipode, der aus L- bzw. 
D-Glutaminséure in mehreren Schritten aufgebaut werden konnte. Die 
intermolekulare Polyacylierung des bifunktionellen Startdipeptids, die 
zur Bildung des «,y-Poly-glutaminsiure-methylesters der L- bzw. D-Reihe 
fiihrte, lieB sich auf viererlei Weise — durch Aktivierung der Carboxy]l- 
gruppe — bewirken. Nach der alkalischen Verseifung des Polyesters 
wurde die Polysaure tiber ihr schwerlésliches Kupfer(II)-Salz abgesondert 
und durch Dialyse gereinigt. 
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Die «,y-Polyglutaminsiure der L- bzw. D-Reihe wurde mit Poly- 
glutaminsaiuren anderer Konstitution verglichen. 

Nach Untersuchungen von Prof. G. lvanovics zeigt mit Anti- 
anthrax-Pferde-Immunserum weder die L-Polysaure noch die D-Polysaure 
eine Prazipitationsreaktion. 

Das aus dem L-Polyester herstellhare Polyamid lieferte nach 
Hofmannschem Abbau und darauffolgender saurer Hydrolyse erwar- 
tungsgeméB 6-Formyl-propionsiure und «,7-Diamino-buttersiure. 


Summary 


«.y-Poly-D-glutamic acid and its optical antipode have been syn- 
thesized in order to investigate the precipitation reaction with anthrax- 
polypeptide antibodies. The acids were prepared from the «.y-dimethyl 
esters of y-L-glutamyl-L-glutamic acid and its optical antipode which 
were obtained from L- and D-glutamic acid in several stages. The inter- 
molecular polyacylation of the bifunctional dipeptide to form the 
dimethyl ester of «.y-polyglutamic acid was effected in several ways by 
activation of the carboxyl group. The polyester was submitted to alkaline 
hydrolysis and the resulting polyacid isolated via the sparingly soluble 
cupric salt and finally purified by dialysis. The L- and D-forms of 
«.y-polyglutamic acid have been compared with polyglutamic acids of 
different constitution. Tests carried out by IvAanovics have shown that 
neither stereoisomer gives a precipitation reaction with antianthrax horse 
immune serum. The L-polyester has been converted into a polyamide 
which, when submitted to Hofmann degradation followed by acid 
hydrolysis, yields 6-formylpropionic acid and «.y-diaminobutyric acid. 
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Zweidimensionale Elektrochromatographie 
und Triasfarbung des normalen Serums 
Von 
Z. Puéar, M. Keler und M. Petek 
Aus dem Institut Ruder BoSkovi¢, Zagreb, und der Klinik fiir innere Krankheiten 
der medizinischen Fakultét, Zagreb, Kroatien, Jugoslawien 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. April 1957) 


Proteine, Lipide und Polysaccharide lassen sich nach elektropho- 
retischer Trennung durch spezifische Farbreaktionen auf dem Filtrier- 
papier identifizieren, lokalisieren und quantitativ bestimmen. Nach 
Benhamou? ? wurde eine solche spezifische Farbung ,,coloration trico- 
lore’ und nach Wunderly® eine ,,chemische Trias‘ benannt. Die 
Papierelektrophorese im Zusammenhang mit der Triasfiirbung wurde 
bald fiir klinische Untersuchungen herangezogen!-’. Im allgemeinen 
wird angenommen, da Fette und Kohlenhydrate bei der Papierelektro- 
phorese an Eiweif gebunden wandern. 

Die zweidimensionale Elektrochromatographie der Serumproteine 
wurde in der voranstehenden Arbeit® beschrieben. AnschlieBend be- 
handeln wir die Wanderung der drei wichtigen im Serum vorkommenden 
Stoffklassen, Proteine, Lipide und Polysaccharide bei derselben Technik 
auf dem Filtrierpapier unter dem EinfluB des elektrischen Feldes. 


Beschreibung der Versuche 


a) Ausfiihrung der Elektrochromatographie 

Die Apparatur, die methodischen Einzelheiten und die Ausfiihrung der zwei- 
dimensionalen Elektrochromatographie wurde bereits beschrieben*. In der vor- 
liegenden Arbeit wurde das Normalserum unter vermindertem Druck auf das 
Vierfache eingeengt und jeweils 0,01 com am Startpunkt aufgetragen. Jedes Serum 
wurde in zwei Parallelversuchen elektrochromatographiert. Davon wurde ein 
Elektrochromatogramm auf Fette und das andere auf Kohlenhydrate spezifisch 
gefarbt. Darauf wurden die angefarbten Elektrochromatogramme photographiert, 
anschlieBend spezifisch auf Eiwei8 gefarbt und darauf nochmals photographisch 
aufgenommen. Vor jedem Photographieren wurden die Flecken noch auf einem 


1 E. Benhamou, P. Amouch u. E. Chenilon, Presse méd. 61, 1725 [1953]. 

2 EK. Benhamou, J. Pugliese, J. C. Chiche u. P. Amouch, Presse méd. 62, 
651 [1954]. 

3 Ch. Wunderly u. S. Piller, Klin. Wschr. $2, 425 [1954]. 

4 E. Kéiw, Union Med. Canada 85, 1125 [1956]. 

5 W. J. Kuhns u. J. Crittenden, J. Lab. clin. Med. 46, 398 [1955]. 

6 Ch. Wunderly, Die Papierelektrophorese, Verlag H. R. Sauerlinder & Co., 
Aarau 1954. 

7 F. Antonini, F. Grandonicou. G. Piva, Lo Sperimentale 108, 11 [1953]. 

8 Z. Puéar u. M. Petek, diese Z. 308, 241 [1957]. 
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separaten durchsichtigen Papier mit Bleistift lokalisiert. Durch diese Ma8nahme 
konnte im zweidimensionalen Elektrochromatogramm der Zusammenhang zwischen 
den Fett- und EiweiBzonen einerseits und den Kohlenhydrat- und EiweiBzonen 
andererseits genau ermittelt werden. 


b) Die Farbung der Elektrochromatogramme 

Die Lipide wurden nachS wahn? durch dreistiindiges Stehenlassen der Filtrier- 
papiere in gesattigter Sudanschwarz-B-Lésung in*50-proz. Athanol angefarbt. An- 
schlieBend wurde der iiberfliissige Farbstoff mit 50-proz. Athanol ausgewaschen. 

Die Kohlenhydrate wurden mit der Perjodsiure-Fuchsin-Farbetechnik nach 
Kéiw und Grénwall?® am Filtrierpapier sichtbar gemacht. Ein Teil dieser Far- 
bungen wurde nach der Originalvorschrift mit Perjodsiurelésung ausgefiihrt. Da- 
nach wurde versucht, die Farbung mit dem Kaliumsalz der Perjodséure auszu- 
fiihren, welches stabiler ist als die Saure selbst. Nach zufriedenstellenden Resultaten 
wurden die restlichen Elektrochromatogramme auf diese Weise gefarbt. Die Farbe- 
technik nach Kéiw und Grénwall erméglicht es, die Proteine nach der Kohlen- 
hydratfarbung auf dem gleichen Filtrierpapier mit Bromphenolblaulésung sichtbar 
zu machen. 

Die Eiwei8farbung der Elektrochromatogramme wurde nach Kunkel und 
Tiselius™ mit 0,05% Bromphenolblaulésung in 2-proz. Salzsiure, welcher 1% 
Sublimat zugefiigt wurde, wahrend 10 Min. ausgefiihrt. Der UberschuB der Farbe- 
lésung wurde aus dem Filtrierpapier durch mehrmaliges Spiilen mit 0,5-proz. 
Essigsiure entfernt. Die nachtragliche Farbung der Proteine auf den schon ge- 
farbten Lipidogrammen gelingt auch mit Amidoschwarz*. 


c) Zweidimensionale Elektrochromatographie der Fette und Proteine 
des normalen Serums 
Abb. 1 zeigt das zweidimensionale Elektrochromatogramm eines normalen 
Serums, welches auf Lipide gefaérbt wurde. Das Lipidogramm hat nur wenig 
Ahnlichkeit mit dem Proteinogramm. Ein gréBerer Teil der Fette wird auf dem 
Filtrierpapier bedeutend starker adsorbiert als die Proteine. 





+ 
Abb. 1. Zweidimensionales Elektrochro- 


matogramm der Lipide eines normalen 

Serums. Papier Whatman Nr. 1., Span- 

nung 400 Volt, Stromstirke 16 mA, 

Trennzeit 7,5 Stdn.; Puffer: Na-Veronal, 

Na-Acetat und HCl, py 8,6, Ionen- 

stairke 0,024. Weitere Erlauterungen im 
Text. 














Der Lipidanteil hat Dreieck-Form: Im obersten Winkel befinden sich die 
am Startpunkt haftenden neutralen Fette, im unteren Winkel eine Lipidfraktion 
mit verlangerter Bahn und mit einer den «,-Globulinen entsprechenden elektro- 
phoretischen Beweglichkeit. In der diffusen Fliche des Dreiecks haften wahr- 
scheinlich Chylomikronen, deren Beweglichkeiten zwischen jenen der y-Globuline 
und der «,-Globuline liegen. 

Ein anderer Teil der Lipide wird, ahnlich wie die Proteine’, vom Filtrier- 
papier nur schwach adsorbiert und wandert gemeinsam mit den Albuminen. 


* B. Swahn, Scand. J. clin. Lab. Invest. 5, Suppl 9 [1953]. 
10 E. Kéiw u. A. Grénwall, Scand. J. clin. Lab. Invest. 4, 244 [1952]. 
11H. G. Kunkel u. A. Tiselius, J. gen. Physiol. 85, 89 [1951]. 
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Analog den Proteinen (Restprotein) hinterlaBt diese Lipid-Fraktion eine Bahn von 
Restlipid. 

Im Original konnten wir noch zwei weitere Lipidfraktionen feststellen, und 
zwar eine mit y-Globulinen wandernde, mit Restlipid, und eine mit 7-Globulinen 
wandernde Fraktion, ohne Restlipid, die in Abb. 1 wegen kleiner Intensitat 
unsichtbar sind. 

Das Lipidogramm aus Abb. 1 wurde in Abb. 2 nachtraglich auf Proteine 
gefarbt. Dadurch lassen sich die elektrophoretischen Beweglichkeiten der Lipide 
mit denen der Proteine vergleichen. Interessant ist, daB es auch Lipidteilchen gibt, 
die sogar eine etwas gréBere elektrophoretische Beweglichkeit als die Albumine 
haben. Die Projektion der Lipide auf die Ebene y-Globuline-Albumine gibt das 
iibliche Bild einer gewéhnlichen Streifenelektrophorese der Lipide des normalen 
Serums wieder: eine schnellwandernde Zone der Lipide in der Gegend der Albu- 
mine, eine sehr intensive Zone in der Gegend der £-Globuline, danach eine dif- 
fuse Fliche, die wahrscheinlich aus Chylomikronen besteht, und die am Startfleck 
verbleibenden Neutralfette. 





Abb. 2. Dasselbe Lipidogramm wie 

Abb. 1, aber nachtraglich noch auf 

Proteine gefirbt. Die Lage der Pro- 

teinfraktionen von rechts nach links: 

Albumine, «,-Globuline, £-Globuline 

und y-Globuline. Weitere Erlaute- 
rungen im Text. 














d) Terminologie 

Es scheint uns vorteilhaft, die durch die zweidimensionale Elektrochromato- 
graphie erfaBbaren Fraktionen der Lipide nach ihren wahren elektrophoretischen 
Beweglichkeiten zu benennen, und zwar entsprechend den Beweglichkeiten der 
bekannten Proteinfraktionen: Die Lipidfraktionen, die eine starke Adsorption 
am Filtrierpapier erleiden, werden zum Unterschied von den Lipidfraktionen, die 
am Papier nicht oder nur wenig adsorbiert werden, durch einen Beistrich am 
Symbol oben markiert. Die am Papier festhaftenden Neutralfette sollen, zum 
Unterschied von allen beweglichen Fraktionen, mit NF bezeichnet werden. Die 
Chylomikronen mit verschiedenen Beweglichkeiten, sowohl in der elektropho- 
retischen als auch in der chromatographischen Richtung, erhalten danach das 
Symbol Chy. 

Die im_normalen Serum vorkommenden Lipidfraktionen erhalten somit 
folgende Bezeichnungen: 

1. die im Dreieck vorkommenden Lipide: NF, «}-Lipide und Chy; 

2. die nicht adsorbierten Fraktionen: die mit den Albuminen wandernde 
Fraktion A-Lipide, die mit den 8-Globulinen wandernde £-Lipide und die mit den 
y-Globulinen wandernde y-Lipide. Wahlweise kénnen die unter Punkt 2 an- 
gegebenen Fraktionen als A-, £- und y-Lipoproteide bezeichnet werden. 

e) Zeitlicher Verlauf der diskontinuierlichen Trennung der Lipide 
des Serums durch zweidimensionale Elektrochromatographie. 
Kontinuierliche elektrophoretische Trennung der Serum-Lipide 


Im Laufe der Experimente mit normalen und pathologischen Seren ist uns 
immer wieder aufgefallen, daB die verlangerte Bahn der unteren Spitze des Lipid- 
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Dreiecks nicht korrekt in der Richtung der elektrochromatographischen* Bahn 
liegt. Demzufolge erwies sich als vorteilhaft, sich durch zeitliche Auflésung des 
Trennprozesses ein Bild der Trennung der Lipide zu verschaffen. 

Der Versuch nach Abb. 1 und Abb. 2 wurde mit demselben normalen Serum 
wiederholt, aber mit verschiedenen Trennzeiten (0,5, 1, 2, 3, 4, 7,5 und 10 Stdn.). 
Wie Abb. 3 zeigt; beginnt nach 1 Std. eine teilweise Differenzierung der Proteine. 
Zu diesem Zeitpunkt ist merkwiirdigerweise eine, bis jetzt noch nicht beobachtete 
sehr intensive, mit den y-Globulinen wandernde Lipidfraktion erfaBbar. Wir be- 
zeichnen sie als y’-Lipide. Zwischen der zweiten und der dritten Stunde Trennzeit 


IStdn 












Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der Trennung der Serum-Lipide und Proteine durch 
zweidimensionale Elektrochromatographie. Technik wie bei Abb. 1. Weitere Er- 
lauterungen im Text. 


andern die y’-Lipide plétzlich ihre Bahn im Sinne einer viel gréBeren elektro- 
phoretischen Beweglichkeit, die sogar der der Albumine annahernd gleich er- 
scheint. Die Folge davon ist, daB die y’-Lipide mit den «{-Lipiden zusammen- 
treffen. Von dem Treffpunkt aus wandern beide Lipidfraktionen zusammen auf 
gemeinsamer Bahn weiter. Diese Erscheinung spricht sehr fiir die Wahrscheinlich- 
keit, daB wahrend der Elektrophorese auf dem Filtrierpapier die Spaltung der 
Bindung y’-Lipid—y-Globulin erfolgt. Die urspriinglich an y-Globuline gebundenen 
und jetzt freien y’-Lipide holen, wegen gréfBerer elektrophoretischer Beweglichkeit, 
die urspriinglich frei wandernden «};-Lipide ein, um mi. ihnen in eine Art Verbin- 
dung zu treten, die durch elektrochromatographische Krafte nicht mehr gespalten 
werden kann. AuBerdem erscheint die «{-Lipidfraktion, wie aus Abb. 1 und Abb. 2 
ersichtlich, merklich dunkler an der Stelle, an der sie mit den freien y’-Lipiden im 
Kontakt war, vermutlich infolge der Bildung der «{-y'-Lipidverbindung. Diese 
zweifache Anderung der Bahn der y’-Lipide konnten wir auch durch kontinuier- 
liche Elektrophorese feststellen. 

Ein kontinuierliches Lipidogramm desselben normalen Serums gibt Abb. 4 
wieder. Der knickférmige Verlauf der y’-Lipidbahn, und deren Vereinigung mit 
der Bahn der «}{-Lipide ist daraus deutlich ersichtlich. Aus technischen Griinden 
wurde hier ein schnellaufendes Filtrierpapier (Munktell Nr. 20/100) verwendet. 








no 
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Gelegentlich wurden neben der bereits beschriebenen auch andere knick- 
foérmige Lipidbahnen verschiedener Beweglichkeiten und Spaltungsresistenz beob- 
achtet. Sie zeigten vor der Spaltung y-Globulin-Beweglichkeiten. 





Abb. 4. Lipidogramm der kontinuier- 
lichen Elektrophorese desselben nor- 
malen Serums. Filtrierpapier Munk- 
tell Nr. 20/100, Spannung 400 Volt, 
Stromstarke 24mA, Puffer wie Abb. 1. 
Die geradlinig verlaufende Bahn ist 
im oberen Teil den «}-Lipiden und im 
unteren Teil den «{-Lipiden und y’- 
Lipiden gemeinsam. Die zweifach ge- 
knickte Bahn ist die Bahn der y’-Li- 
pide. Rechts von den «;-Lipiden be- 
findet sich die Bahn der mit den 
Albuminen wandernden A-Lipide, 
links, als Verlangerung der Bahn der 
y’-Lipide, sind die y-Lipide wegen 
kleiner Konzentrationen noch eben 
sichtbar. 











f) Zweidimensionale Elektrochromatographie der Kohlenhydrate des 
Serums 
Die Kohlenhydrate, die sich durch die beschriebene Farbetechnik farben 
lassen, wandern zum Unterschied von den Lipiden stets mit den Proteinen, wie 
wir uns bei normalen und pathologischen Seren iiberzeugt haben. Die Lokali- 
sationen der Kohlenhydrate und der Proteine decken sich vollkommen mit- 
einander. 





Abb. 5. Zweidimensionales Elektrochromato- 

gramm der Kohlenhydrate des normalen 

Serums. Die Stellen der gefarbten Kohlen- 

hydrate decken sich raéumlich vollkommen 
mit denen der Proteine. 











Abb. 5 zeigt ein Glukoproteinogramm des bereits auf Lipide bearbeiteten 
normalen Serums. 

Photos: Aus dem Photolaboratorium des Institutes Ruder BoSkovié. 

Die Abbildungen wurden nach den Originalphotos von der Redaktion umge- 
zeichnet. 
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Diskussion 


Bei zweidimensionaler Elektrochromatographie wandern die Serum- 
proteine§’, in tibliche Fraktionen getrennt, ahnlich wie bei der Streifen- 
elektrophorese, indem sie Restproteinbahnen hinterlassen. 

Die Fette hingegen zeigten nach zweidimensionaler elektrochromato- 
graphischer Trennung ein gianzlich verschiedenes Bild im Vergleich zum 
lipidgefirbten eindimensionalen Elektrophoresestreifen des Serums. 
Durch Streifenelektrophorese getrennte Lipidfraktionen werden meistens 
nach der entsprechenden EiweiBfraktion benannt®1*, mit der sie an- 
scheinend eindimensional wandern. Die am Startpunkt verbleibenden 
Teilchen bestehen nach Swahn® aus Chylomikronen mit groBer Ad- 
sorption am Filtrierpapier. Dieses eindimensionale Lipidogramm gleicht 
wesentlich der Projektion des zweidimensionalen Elektrochromato- 
gramms der Lipide auf die Horizontale, welche die y-Globuline mit den 
Albuminen verbindet. 

Ein auf Lipide gefarbtes zweidimensionales Elektrochromatogramm 
zeigt am Startpunkt einen adsorbierten Teil der Fetteilchen, welcher den 
nichtwandernden Chylomikronen der Streifenelektrophorese entspricht. 
Nach Necheles?® bestehen sie gréBtenteils aus Neutralfetten. An der 
dreieckiéhnlichen diffusen Fettfliche haften Teilchen verschiedener 
GréBen, Beweglichkeiten und Adsorptionen. Diese Fliche enthialt die 
langsam wanderaden Chylomikronen, die am Streifenelektropherogramm 
zwischen dem Startpunkt und den £-Lipoproteinen diffus verteilt sind. 
Die «}-Lipidfraktion wird stark vom Filtrierpapier adsorbiert. Auf 
Grund unserer Versuche ist es fraglich, ob es sich hier um ein Lipoprotein 
oder um ein von den Proteinen unabhiingig wanderndes Lipid handelt. 
Gofmans" Versuche mit der Ultrazentrifuge zeigen, daB £- und y-Lipo- 
proteine Flotation aufweisen, wahrend die zwischen Albuminen und 
a-Globulinen wandernden Lipide zu Boden sinken. Daraus lieBe sich 
schlieBen, daB nur die letztgenannten Fraktionen eine feste Bindung der 
Lipid- zur EiweiBkomponente aufweisen. AuBerdem fand Swahn® 
durch freie Elekrophorese, daB bei alimentarer Hyperlipamie die «-Lipo- 
proteine ansteigen, d. h. daB Chylomikronen teilweise die Beweglichkeit 
der «-Globuline haben, aber wegen Adsorption in der Streifenelektro- 
phorese zuriickgehalten werden. Bansi!® und Mitarbb. sowie Gross 
und Weicker?* konnten nach Belastung mit Neutralfetten auch eine 
Vermehrung der «- und f-Lipoproteine beobachten. 


122 G. Dangerfield u. E. B. Smith, J. clin. Pathol. 8, 132 [1955]; D. Ad- 
lersberg, E. T. Bossak, J. H. Sher u. H.Sobotka, Clin. Chem. 1, 18 [1955]. 
13H. Necheles, N. Y. Acad. Sci. 56, 46 [1952]. 
14 J. W. Gofman, F.T. Lindgren u. H. Elliott, J. biol. Chemistry 179, 
973 [1949]. 
15 H. W. Bansi, R. Gronow u. H. Redetzki, Klin. Wschr. 38, 101 [1955]. 
16 Ph. Gross u. H. Weicker, Klin. Wschr. 32, 509 [1954]. 
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Da sich die Projektion unserer «{-Lipidfraktion in der Gegend der 
f-Globulinzone befindet, sind wir geneigt anzunehmen, daB die «{-Lipide, 
von Anfang der Elektrophorese an, eine selbstandig wandernde Lipid- 
fraktion sind. Sie besteht aus Chylomikronen, welche in der freien Elek- 
trophorese «-, und in der Streifenelektrophorese 6-Beweglichkeiten auf- 
weisen. Die y- und y’-Lipide dagegen, wie es unsere Experimente zeigen, 
sind an die y-Globuline gebunden. Die y’-Lipide unterliegen aber wahrend 
des Elektrophoreseprozesses am Filtrierpapier einer Dissoziation der 
Lipid-EiweiBbindung. Die Tatsache, daB diese Fraktion mit den «j-Lipi- 
den zusammentrifft und weiter dieselbe Beweglichkeit hat, 1aBt auf die 
Moglichkeit einer neuentstandenen «;-y’-Lipidbindung schlieBen. Jeden- 
falls besteht diese Fraktion aus Teilchen verschiedener elektrophore- 
tischer Beweglichkeiten. Dies wird auch durch unsere Versuche mittels 
kontinuierlicher Elektrophorese bekriaftigt. 

Die «;- und y’-Lipidfraktion wiirde der f-Lipidfraktion des Lipido- 
gramms der Streifenelektrophorese entsprechen, welche nach Swahn® 
aus $-Lipoproteinen und Chylomikronen bzw. Lipomikronen besteht. 
Die Moéglichkeit einer Dissoziation der Lipid-Proteinbindung wurde 
schon von verschiedenen Autoren!’ angegeben. 

Elektrophoreseexperimente, welche im Starkemedium durchgefiihrt 
wurden, zeigen nach Ackermann und Kountz!® sowie Kunkel und 
Slater?!® keine Adsorption der Lipide. Diese Tatsache spricht dafiir, daB 
die Adsorption der Lipide eine methodische Eigenart der Papierelektro- 
phorese ist. 

Wir fanden auch nichtadsorbierte A-, x-, B- und y-Lipoproteine. 
Diese zeigten einen elektrophoretischen und chromatographischen Effekt, 
der den entsprechenden Proteinfraktionen analog war. Die nicht- 
adsorbierten Lipidfraktionen sind anscheinend festgebundene Komplexe 
der Lipide mit den Proteinen, welche durch die Papierelektrophorese 
nicht beeinfluBt werden. Die A- und «-Lipoproteine entsprechen den 
a-Lipoproteinfraktionen der Streifenelektrophorese. Die A- sowie die 
y-Lipoproteine haben, entsprechend diesen Proteinfraktionen, auch eine 
Restlipidschleppe. 

Die Mengen der nichtadsorbierten, also ,,wirklichen“ - und y-Lipo- 
proteine, sind gering. Diese ,,wirklichen“‘ A-, «-, 8- und y-Lipoproteine 
k6nnen durch die zweidimensionale Elektrochromatographie gut von den 
adsorbierten aj- und y’-Lipiden sowie Chylomikronen unterschieden 
werden. Hingegen ist diese Trennung der adsorbierten von den nicht 
adsorbierten Lipiden in der Streifenelektrophorese unmdglich. 

Die zweidimensionale Elektrochromatographie zeigt dagegen, da 
die nach der angewandten Technik gefairbten Kohlenhydrate des Serums 


17 K. Nikillé, Scand. J. clin. Lab. Invest. 5, Suppl 8 [1953]; E. Bohle, 
K. Béttcher, H. Piekarski u. G. Biegler, Dtsch. Arch. klin. Med. 2038, 29 
[1956]; W. Maurer, Klin. Wschr. 30, 323 [1952]. 

18 P, Ackermann u. W. B. Kountz, J. Lab. clin. Med. 44, 517 [1954]. 

19 H. Kunkel u. R. Slater, J. clin. Invest. 31, 677 [1952]. 
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an Eiwei®fraktionen fest gebunden sind. Sie erleiden bei der Papier- 
elektrophorese keinerlei Dissoziation und decken sich auch im zwei- 
dimensionalen Elektrochromatogramm mit den entsprechenden Protein- 
fraktionen. 

Zusammenfassung 


Zweidimensionale Elektrochromatogramme humaner Normalseren 
wurden auf Lipide mit Sudanschwarz und anschlieBend spezifisch auf 
Proteine einerseits, und mit Perjodsiure-Fuchsin auf Kohlenhydrate und 
dann spezifisch auf Proteine andererseits gefirbt. 

Die angefairbten Kohlenhydrate wandern stets gemeinsam mit den 
Proteinfraktionen. Die Lipide dagegen lassen sich in drei Hauptgruppen 
einteilen: 1. die am Startpunkt fest adsorbierten neutralen Fette, 2. die 
auf Filtrierpapier ziemlich adsorbierbaren, aus Chylomikronen und einer 
Lipidfraktion mit der Beweglichkeit der «,-Globuline bestehenden freien 
Lipide, und 3. die praktisch nichtadsorbierbaren, an EiweiB gebundenen 
Lipoproteide. Von den letzteren fanden wir im Normalserum die A-, p-, 
und y-Lipoproteide. Die in der zweiten Gruppe erwahnte Lipidfraktion 
mit elektrophoretischer Beweglichkeit der «,-Gobuline setzt sich im 
wesentlichen aus zwei Komponenten zusammen, von denen die eine 
vom Anfang an frei wanderte, waihrend die andere urspriinglich an 
y-Globuline gebunden war. Wahrend der Papierelektrophorese léste sich 
die letztere von der Proteinkomponente, holte in freier Wanderung die 
erste Lipidfraktion ein, um von da an gemeinsam mit ihr weiterzu- 
wandern, vermutlich in Form einer komplexen Verbindung. 

Dies konnte durch die zeitliche Auftrennung des diskontinuierlichen 
zweidimensionalen Trennprozesses und auferdem durch kontinuierliche 
Elektrophorese beobachtet werden. 

Kine den neuen Resultaten angepabte Terminologie wird vor- 
geschlagen. Die Beziehungen unserer Resultate zu denen einiger anderer 
Autoren sowie der Zusammenhang zwischen den zweidimensionalen und 
den tiblichen eindimensionalen Lipidogrammen werden diskutiert. 

Die zweidimensionale Elektrochromatographie erméglicht es, die 
nichtadsorbierten Lipoproteine von den vom Filtrierpapier adsorbierten 
Lipiden zu trennen und zu unterscheiden. 


Summary 


Normal human serum has been examined by means of two-dimen- 
sional electrochromatography. Two parallel experiments are carried out 
in each case, one chromatogram being first stained with Sudan Black 
to reveal lipids and the other with periodic acid-fuchsine to reveal 
carbohydrates. Both chromatograms are finally stained to reveal proteins. 

The stained carbohydrates migrate in all cases with the protein 
fractions. The lipids, on the other hand, can be divided into three main 
groups, (i)the neutral fats, firmly adsorbed at the start line, (ii) the free 
lipids, fairly readily adsorbed on filter paper, consisting of chylomicrons 
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and a lipid fraction with the mobility of the «,-globulins and (iii) the 
lipoproteins which are practically non-adsorbed. Normal serum was 
found to contain A-, f- and y-lipoproteins. The lipid fraction of the 
second group with the electrophoretic mobility of the «,-globulins 
consists essentially of two components, one of which migrates freely 
from the start, while the other is initially linked to y-globulins. During 
the paper electrophoresis the latter component splits off from the 
protein, overtakes the first lipid fraction and migrates together with it 
presumably in the form of a complex. This process could be followed by 
running the discontinuous two-dimensional separation for different 
time-periods and by means of continuous electrophoresis. A terminology 
adapted to the new results is proposed. The results are compared with 
those obtained by other workers and the relationship between two- 
dimensional lipidograms and the usual uni-dimensional lipidograms is 
discussed. Two-dimensional electrochromatography provides a method 
for the separation of non-adsorbed lipoproteins from the lipids adsorbed 
on filter paper and for their characterization. 
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Der Anfangsverlauf der Galaktogenhydrolyse 
Von 


Dietrich Hans-Peter Renner* und H. Weinland 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juni 1957) 


Bei der Hydrolyse des Galaktogens ist nach drei Stunden das Ver- 
haltnis D: L-Galaktose 55,5: 44,5 am Ende 84,2: 15,81. Der Beginn der 
Hydrolyse, der seinerzeit nicht naher verfolgt wurde, wird nunmehr in 
kiirzeren Zeitabstiinden gemessen. 

Die einzelnen Hydrolysen muBten so eingestellt werden, da8B fiir 
jedes MeBintervall ahnliche Mengen an freier Galaktose zur Unter- 
suchung gelangten, was dadurch erreicht wurde, daB fiir die Anfangs- 
zeiten entsprechend gréBere Volumina an _ ,,Galaktogenstammlésung‘‘ 
mit »/5-Schwefelsiure invertiert wurden (siehe Tab. 3 in der Versuchs- 
beschreibung). Die Einzelmessungen wurden dann alle auf jeweils das 
gleiche Volumen an ,,Hydrolysenlésung“ umgerechnet. 

Arbeitsgamg: 10 MeBkélbchen mit unterschiedlichem Volumen 
wurden mit verschiedenen Mengen einer 5,6-proz. ,,Galaktogenstamm- 
lésung“ beschickt, im Wasserbad zum Sieden erhitzt und jedes K6lbchen 
mit so viel n/5-H,SO, (im Wasserbad miterhitzt) versetzt, als es ,,Galak- 
togenstammlésung“ enthielt. Die Reaktionsverhaltnisse waren somit in 
jedem Fall die gleichen. Die einzelnen MeB8kélbchen wurden nach be- 
stimmten Zeiten abgekiihlt, die ,,Hydrolysenlésungen‘‘ mit Natronlauge 
neutralisiert, zur Marke aufgefiillt, Reduktion und optische Drehung 
gemessen und dann ein aliquoter Teil zur Entfernung der hochmole- 
kularen Spaltstiicke mit 21/, Vol.-TIn. Alkohol versetzt. Die ausfallenden 
Polysaccharidanteile wurden durch Zentrifugieren abgetrennt, die alko- 
holischen Lésungen im Vakuum eingeengt und in einem bestimmten 
Teil der eingeengten Lésungen die D- und L-Galaktose papierchromato- 
graphisch von den nicht alkoholfiallbaren Spaltprodukten abgetrennt. 
Die Galaktoseablagerungen im Chromatogramm wurden sodann eluiert 
und das D: L-Verhaltnis aus dem Reduktionswert (Macleod-Robi- 
son) und der optischen Drehung ermittelt. 

Tab. 1 enthalt in Spalte 2 die Werte fiir die isolierte Gesamtgalak- 
tose in mg und in Spalte 3 die aus den gemessenen optischen Drehungen 
(enthalten in Tab. 7) sich ergebenden spezif. Drehwerte derselben. Aus 
diesen wurde in Spalte 4 das prozentische D: L-Galaktoseverhialtnis er- 
rechnet und hieraus in Spalte 5 die absoluten Mengen an D- und L-Galak- 


* —D 29. 
1 F, May u.H. Weinland, diese Z. 805, 75 [1956]. 








co} 
ue 


| 0s‘09 


| OL‘OT 


= 
Ss 
























































08°F | 06‘0€ StF | ‘eg | 068 + | OL‘s¢ | O81 

SOIL 68°8 Omg S16 60 G'S 06°F oLF StS oF + CLP OST 
a o¥'e9 c6°9 0s*0¢ 90°L OT 99°61 1261 9°0S F6F 60 — L8'8& 0<ZT 
4 PL‘e9 ¢g‘9 08‘0¢ $9 IT 9L‘6I O8‘LT 9°se PLP ior = 9o°LE 06 
ae) 09°LF FoF COLE 98°F So‘T CLF LS‘II Hcg OFF oL’8 — 69'9S 09 
2 86 FF OL‘S POSE 18° eT IL‘€1 9€°0I 0°LS O°sF ol TT — LO‘FS 0g 
sj $9 GE 0S‘ 6093 sos rT oT‘OL TOL 0°6S OIF oS FI — e‘LI OF 
5 G0°SS o9'T 09LT 99°T oT ¥8°9 oot 3°09 8°6E of 9T — 96'IT 0€ 
2 r9'L cS‘0 or'9 €o°0 91 LEZ SFT 0°29 0°8 oc 61 — 8° ST 
ns 06 £20 PEE 40 0° 0€'T ¢9°0 ¥°99 ce 089% — c6'T OL 
a 91's ST‘0 cos 910 eS 86°0 €F'0 £69 L‘0€ 060 — I¥‘T g 
a) 
8 % % % % Sul sul Yo % But “UI 
Kd m0} ue} u94 94 ‘oW = 
3 -[edsosqe | -jedsedqe | -jedsosqe | -pedso8qe [Tex-1 O80Z HVC) bites 
& (Sur 0g) | (Suu ogz) | (31 6*g¢E) |(Suu [°Zzz) eo-1 | yey-a | ‘pep: ‘[exy-a aqJ01[0 ney 
B ot | ‘eo-a | ‘ep-1 | -teg-a | Tmmor) TO is oo moO lopez syd] 3% 
= ‘ses sne | ‘sof sne | ‘sod sne | ‘sos sne | ‘TeD- ‘q4R[RXy) ~uasd] 
& 136 Utz TOW [ny a(x] -dso3qe | “O1PAH 
4 STUI[@YIOA -1T: a Taq “qredso8qe yru0g stuqypeyse A “idsqzugy "sax) 
& usZ0z4R[ey Su OZ sny 
"= L | 9 ¥ € | G | I 
| Sd 
3 
a “SunsgjuesAjorpAH W109 QT Ul 98094e]ex4)-1 puN -a IOI OIG] *[ “qe, 
S 
o 
3S 
rea) 

= | mo oe 2 + 2» _- Pa a oe a ee ae a ae eee ae ge ea 











54 Dietrich Hans-Peter Renner und H. Weinland, Bd. 309 (1957) 





tose bzw. in Spalte 6 wieviel L-Galaktosen jeweils auf eine D-Galaktose 
entfallen. In Spalte 7 und 8 wurde schlieBlich berechnet, wieviel Prozent 
von der gesamten D- bzw. L-Galaktose zu den MeBzeiten bereits frei 
vorliegen, wenn man im Galaktogen ein Verhaltnis von 7 D: 1 L} bzw. 
von 9 D: 1 L (entsprechend der relativ geringen negativen Drehung des 
vorliegenden Praparates von [a«]p —-— 17°)? zugrunde legt. Der am 
Ende der Tabelle angefiihrte Wert fiir 180 Min., der Arbeit May und 
Weinland! entnommen, zeigt, daB die Messungen den direkten An- 
schluB an die friheren finden. 

Nach 2 Stunden ist das Verhiltnis der freien Galaktosen 1 D: 1 L. 
Vorher ist die L-Galaktose im Uberschu8, der am Anfang das 2,3fache 
der D-Galaktose ausmacht. Die D-Galaktoseabspaltung verlaéuft von An- 
fang an geradlinig. 

In Tab. 2, Spalte 2, sind die Werte fiir das [«]p der Hydrolysen- 
lésung enthalten (berechnet aus der jeweiligen optischen Drehung [ent- 
halten in Tab. 5] und dem Trockengewicht des Galaktogens unter Be- 
riicksichtigung der Wasserbindung). Sie liegen in den ersten drei Stunden 
noch héher als die [«]p-Werte der freien Galaktosen (D + L-Galaktose- 
gemisch) in Tab. 1, Spalte 3, d. h. beide Werte laufen hier noch nicht 
gemeinsam, wahrend das von 6 Stdn. ab der Fall ist. 


Tab. 2. Die Hydrolysenlésung. 























1 ' g | 3 4 
— \ Spezifische Drehung Mittlere GréBe 
ysen- fe ag 
zeit aus Kohlenhydrat- aus Reduktion, aus- frees ct on 
Min. trockengewicht gedr. in Galaktose ain P ° 
5 — 16,2° — 970° 78,8 
10 — 14,6° — 450° 38,2 
15 — 14,2° — 340° 34,1 
30 — 8,8° — 8c? 13,9 
40 — 5,6° — 40° 13,1 
50 — 3,1° — 20° 13,7 
60 — 0,4° — 3? 13,7 
90 + 5,0° + 25° 10,7 
120 + 11,8° + 47° 7.4 
150 + 13,6° + 43° 5,4 
180 | + 17,6° | 4+ 53° | 5,2 


Berechnet man, wie dies in Tab. 2, Spalte 3, geschehen ist, aus 
der Drehung der ,,Hydrolysenlésung“ (bzw. ,,Analysenlésung“, vgl. 
Tab. 3 und 5) und aus ihrer Reduktion (Tab. 4), ausgedriickt als Galak- 
tose, einen [«]p-Wert, den man als Reduktions-[«]p) bezeichnen kénnte, 
so ergeben sich Werte von — 970° bis + 47°. Der nach 6 Stdn. sich ein- 


2 H. Weinland, diese Z. 305, 219 [1956]. 
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stellende konstante Wert von + 57° bis + 59°! wird im Laufe der ersten 
drei Stunden angestrebt. 

Die in Tab. 2, Spalte 4, errechnete mittlere GréBe der Hydrolysen- 
zwischenprodukte ist erhalten aus dem Trockengewicht des Galaktogens 
in der ,,Hydrolysenlésung* unter Beriicksichtigung der Wasserbindung 
durch Hydrolyse minus dem Gewicht der freien Galaktose — Gewicht 
der Spaltstiicke —, das dann dividiert wurde durch den als Galaktose 
ausgedriickten Reduktionswert der ,,Hydrolysenlésung’ minus den 
Reduktionswert der freien Galaktosen. Die mittlere Spaltstiicksgr6Be 
schlieBt also die Monosaccharide nicht mit ein. Von der kleinsten Galak- 
togeneinheit aus etwa 80 Galaktosen? wiirden theoretisch 72—80 mg 
eine Reduktion entsprechend 1 mg Galaktose zeigen, d. h. die fiir 5 Min. 
Hydrolysezeit sich ergebenden 78,8 mg pro 1 mg Galaktosereduktion 
deuten an, daB zu dieser Zeit noch keine Aufspaltung der Galaktogen- 
grundeinheit in kleinere Spaltstiicke erfolgt ist. Die erste L-Galaktose- 
abspaltung erfolgt also vor Zerlegung der Galaktogeneinheit. Die spater 
auftretende zeitweilige Konstanz der mittleren Spaltstiicksgr6éBe zwi- 
schen 13,1 und 13,9 zeigt, daB entsprechend dem Zerfall von groBen 
Spaltstiicken standig die Auflésung kleiner Spaltstiicke zu Monosaccha- 
riden mit ablauft. Eine erneute Abnahme der mittleren SpaltstiicksgréBe 
zwischen 90 und 150 Min. 148t erkennen, daB sich nunmehr das Ver- 
haltnis der groBen zu den kleinen Spaltstiicken wieder andert durch 
endgiiltigen Ausfall von groBen. 


Beschreibung der Versuche 
Galaktogenstammlésung 
Etwa 18g Galaktogen aus Schneckeneiern, gleiches Praparat wie in der 
vorausgegangenen Arbeit!, wurden im MeBkélbchen mit Wasser auf 300 ccm auf- 
gefiillt. 
Optische Drehung der Lésung im 5-cm-Rohr: — 0,479 + 0,0° (Mittel aus 
10 Ablesungen). 
Trockengewicht fiir 2’cem der Lésung im Mittel: 112,1 mg (120° gewichts- 
konstant), Asche 2,0 mg. 
Somit Konzentration aschehaltig 5,60, aschefrei 5,55. Spezif. Drehung 
aschehaltig — 16,9°, aschefrei — 17,0°. 


Benennung der einzelnen Lésungen 

a) ,,Stammlésung“: obige Galaktogenstammlésung. 

b) ,,Hydrolysenlésung‘‘: die aus gleichen Teilen 5,6-proz. Stammlésung und 
n/5-H,SO, hergestellte 2,8-proz. Galaktogenlésung in n/10-H,SO,. Auf die ,,Hydro- 
lysenlésung“‘ wurden spater simtliche gefundenen Werte bezogen. 

c) ,,Analysenlésung“: die nach der Hydrolyse im MeBkélbchen neutralisierte 
und zur Marke aufgefiillte Lésung. 

d) ,,Fallungsvolumen“: der Anteil der Analysenlésung, der mit 214 Vol.-TIn. 
Alkohol versetzt wurde zur Ausfallung der gréBeren Saccharide. 

Die Tab. 3 enthalt die Ubersicht iiber die einzelnen Hydrolysen; sie bildet 
die Grundlage fiir die Umrechnung der einzelnen MeBwerte auf 10 ccm ,,Hydro- 
lysenlésung™. 








r + ° o P - P Py . 
Tab. 3. Ubersicht iiber die Volumina im Laufe jeder Untersuchung. 
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Verlust fiir Suchstreifen: konstant = 7,4% der papierchromatographischen Auftragungen. 





Durchfiihrung der Hydrolyse 


Nach Abpipettieren der ,,Stammldésung‘‘ 
in die verschiedenen MeBkélbchen wurden diese 
simtlich im Vakuum zur Trockne eingeengt. 
Zur Hydrolyse wurde die jeweilige ,,Stamm- 
lésung‘‘ wieder zum Ausgangsvolumen gelést, 
im Wasserbad auf 98° erhitzt und die gleiche 
Menge n/5-H,SO, von derselben Temperatur 
rasch hineingegeben. Von diesem Zeitpunkt ab 
wurde die Hydrolysendauer gerechnet. Die 
Unterbrechung geschah durch sofortige Kiihlung 
unter der Wasserleitung und unmittelbar an- 
schlieBende Neutralisation. Zur Ausschaltung 
von Mutarotationseffekten wurde hierbei jeweils 
fiir die Dauer von 5 Min. auf py 8 eingestellt 
und erst dann die sorgfaltige Neutralisation 
durchgefiihrt (pq 6,5). 


Titrationsmethode 


Aldehydgruppenbestimmung nach Mac- 
leod-Robison® (Mehrfachbestimmungen). Die 
parallel mit diesen durchgefiihrten Hagedorn- 
Jensen-Bestimmungen* ergaben mit geringen 
Abweichungen die gleichen Werte und sind 
deshalb nicht eigens aufgefihrt. 


Messungen an den Analysenlésungen 
Siehe Tabellen 4 u. 5. 


Galaktoseabtrennung 

a) Die Ausfallung der gréBeren Spalt- 
produkte aus den ,,Fallungsvolumina‘‘ mit je- 
weils 214 Vol. Tin. Alkohol wurde mit zuneh- 
mender Hydrolysendauer geringer. Die Fallung 
wurde in jedem Fall zweimal wieder gelést und 
umgefallt, um restliche eventuell niedergerissene 
Zuckerspuren noch zu gewinnen. Dann wurden 
die klaren iiberstehenden Lésungen vereinigt 
und; m Vakuum auf 10—20 ccm eingeengt. 

b) Entfernen von Natriumsulfat, aus der 
Neutralisation stammend, mittels Ionenaus- 
tauscher. Dies war bei den ersten Analysen 
wegen der groBen Ausgangsvolumina notwen- 
dig, weil fiir die Auftragung auf Papier jede 
Lésung auf 1,5ccm eingeengt werden muBte. 
Die letzten vier Lésungen wurden nicht entsalzt. 
Verwendete Lewatite: KS (Kationenaustauscher) 
als erster, M1 (Anionenaustauscher) als zweiter, 
von jedem das 114fache der aus dem Salz- 
gehalt berechneten notwendigen Menge. Her- 
nach wurde mit dem 20fachen Volumen Wasser 


3M. Macleod u. R. Robison, Biochem. 
J. 28, 517 [1929]. 

4H. C. Hagedorn u. B.N. Jensen, Bio- 
chem. Z. 185, 46 [1923]. 
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Tab. 4. Titration der ,,Analysenlésungen“. 








Verdfiunung Entspr. Galaktose-Reduktion in Von insgesamt 
Hydro-| von Analysen- Verbrauch i moéglicher Galak- 
ieee seen eat n/200-Thiosulfat igor ccm tosereduktion 
zeit 25 ccm auf- ee , - — »Analysen- »Hydro-  |hej vollstindiger 
gefiillt der Verdiinnung| Verdinnung lésung** lys tll Hydrolyse 
lésung (311 mg) erreicht 
Min. ccm ecm mg mg mg % 
5 25 1,56* 0,70 0,35 4,68 1,5 
10 10 2,23 1,00 0,83 9,25 3,0 
15 10 1,92 0,86 0,72 11,95 3,9 
30 5 2,47 1,11 1,85 30,83 9,9 
40 5 2,43 1,09 1,80 37,50 12,0 
50 5 2,76 1,24 2,07 43,00 13,8 
60 3 2,60 1,17 3,20 44,06 14,2 
90 3 2,72 1,22 3,40 60,75 19,5 
120 3 2,77 1,25 3,47 72,17 23,2 
150 3 3,53 1,59 4,41 91,77 29,5 




















* Hydrolysenzeit 5 Min.: Je 2 ccm ,,Analysenlésung“ unverdiinnt titriert. 


‘ 


Tab. 5. Polarisation der ,,Analysenlésungen“. 








Hy- Beobachtete Konzentration |Hieraus Konzen- R — 
dro. Drehung im der tration der d age a =, 
lysen- | 10-cm-Rohr (Mittel- | ,,Hydrolysen- »,Analysen- be ne y — 
z ’ ze te oa zw. ,,Hydro- 
zeit werte aus 10 Ab- lésung‘‘* lésung ‘mneiiaannes* 
; ysenlésung 
Min lesungen) % % : 
5 — 0,34° 2,80 2,10 — 16,2° 
10 — 0,37° 2,81 2,53 — 14,6° 
15 — 0,24° 2,81 1,69 — 14,2° 
30 — 0,15° 2,83 1,70 — 8,8° 
40 — 0,07° 2,84 1,26 — 5,6° 
50 — 0,04° 2,84 1,26 — 3,1° 
60 — 0,01° 2,84 2,27 — 0,4° 
90 + 0,08° 2,86 1,60 + 6§,0° 
120 + 0,16° 2,87 1,36 + 11,8° 
150 + 0,19° 2,89 1,40 + 13,6° 














* Berechnet aus Galaktogenkonzentration in ,, Hydrolysenlésung“‘ und Wassereinlagerung, ent- 
sprechend dem prozentischen Fortschreiten der Spaltung (Tab. 4, letzte Spalte). 


gespiilt. Die Lésungen wurden im Vakuum iiber CaCl, bei 40° eingeengt und bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

c) Papierchromatographische Abtrennung der Galaktose: Die gewogenen 
Zucker wurden je mit 1,5 ccm Wasser gelést und auf 4 Bogen Chromatographie- 
papier (S & S 2043b mgl) als Strich aufgetragen. Die in der Pipette verbliebenen 
Reste wurden sorgfaltig in den Schalchen mit dem Rest der Lésungen zusammen- 
gespilt, eingetrocknet und zuriickgewogen. Der Prozentsatz, den dieser Rest aus- 
macht, ist in Tab. 3 vermerkt. Wie friiher! wurde absteigend (Butanol, Eisessig, 
Wasser) chromatographiert. Die Galaktoseablagerungen wurden mit 0,5 cm breiten 
Suchstreifen im Abstand von 10 cm aufgesucht (Gesamtverlust hierdurch je 7,4% 
und mit Wasser von 45°, wie friiher beschrieben!, eluiert, die Lésungen im Vakuum 
eingeengt. 
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Untersuchung der Galaktose 


Die isolierte Galaktose wurde jeweils mit wenig Wasser aufgenommen, quanti- 
tativ in ein 1,5-cem-MeBk6lbchen iiberfiihrt und zur Marke aufgefiillt (,,Galaktose- 
ausgangslésung“). Nach 12 Stdn. wurde die Drehung gemessen (vgl. Tab. 7); Mes- 
sungen, die 6 Stdn. spater erfoigten, ergaben die gleichen Werte. Zur nachfolgenden 
Titration wurden die Lésungen geeignet verdiinnt (vgl. Tab. 6). 


Tab. 6. Isolierte Galaktose: Titration nach Macleod-Robison. 








, Galaktose- Zur Analyse Entspricht Galaktose in 
ausgangs- Von Lésg. a] verwendet “ 
pry lésung“ 1 ccm ver- | aus Lésg. b , ag ial nitone- 10 ccm 
Se (1,5 cem) diinnt bzw. Pepe ty Ana- cna »,Hydro- 
zeit f im , ee Thiosulfat lyse 5 lysen- 
verdiinnt ad ccm Lésg. a 3 lésung“ ‘ 
ad ccm direkt losung** 
Min. (Lésg. a) (Lésg. b) ecm eem mg mg mg 
5 5 10 2 1,55 0,70 17,43 1,14 
10 5 10 3 1,66 0,75 12,45 1,95 
15 5 10 3 2,21 0,99 16,56 3,82 
30 5 10 3 2,78 1,25 20,85 11,36 
40 5 10 < 3,12 1,40 23,40 17,13 
50 5 10 2 3,24 1,46 36,45 24,07 
60 50 3 2,84 1,28 21,30 26,62 
90 50 3 3,42 1,54 25,65 37,56 
120 50 3 3,06 1,38 22,95 38,87 
150 50 é 3,87 1,74 29,01 47,12 























Tab. 7. Isolierte Galaktose: Polarisation. 








‘| Optische Drehung der e . 
Hvdro- ; é A Konzentration der 
cna eit »»Galak-oseausgange » Galak oseausgangs- [~]p 
ysenzelt | Jésung‘‘ im 10-cm-Rohr lésuno“ °/ der abgespaltenen 
Mi:telwer.e aus ~ h Tebelic 6 Galaktose 
Min. 10 Ablesungen <i 
5 — 0,36° 1,16 — 30,94° 
10 — 0,22° 0,83 — 26,26° 
15 — 0,21° 1,10 — 19,18° 
30 — 0,23° 1,39 — 16,33° 
46 — 0,23° 1,56 — 14,48° 
50 — 0,27° 2,43 —11,11° 
60 — 0,12° 1,42 — 8,66° 
90 —- 0,07° 1,71 — 4,15° 
120 — 0,01° 1,53 — 0,91° 
150 + 0,09° 1,93 + 4,55° 











Der Papierleerwert von vier leer chromatographierten Bogen, fiir welchen 
in Héhe der Galaktoseablagerung ein Streifen von der gleichen Breite wie diese 
eluiert wurde, ergab nach Einengen und Auffiillen auf 1,5 ccm keine meBbare 
optische Drehung und nach Auffiillen des gesamten auf 5 ccm auch in 3 cem dieser 
Lésung keine meBbare Reduktion nach Macleod- Robison. 
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Zusammenfassung 


Die Saiurehydrolyse des Galaktogens wird in ihrem Anfangsverlauf 
verfolgt. Die L-Galaktose wird absolut rascher abgespalten als die 
D-Galaktose. Die Abspaltung der D-Galaktose verliuft von Anfang an 
mit gleichbleibender Geschwindigkeit. 


Summary 
The acid hydrolysis of galactogen has been investigated in its initial 
stages. L-Galatose is split off more rapidly than D-galactose which is 
split off at a constant rate. 











Bd. 309 (1957) 


H-Ionenkonzentration und CO,-Gehalt der Galle 
bei Cholelithiasis 
Von 
K. F. Dietrich und C. Anders 


Aus der Chirurgischen Poliklinik der Universitat Miinchen 
(Direktor: Prof. Dr. H. Bronner) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1957) 


Eine der wichtigsten Funktionen des Leberparenchyms ist die Aus- 
scheidung der Galle. Nach Anlegung einer Gallengangsfistel werden die 
Funktionsphasen in ihrer Auswirkung auf die Sekretion, Zusammen- 
setzung und aktuelle Reaktion der Galle klinisch erfaBbar. Da nur wenige 
eingehende Angaben tiber die H-[onenkonzentrations-Messung vorliegen 
und eine CO,-Bestimmung nach van Slyke in der Galle sehr selten 
ausgefiihrt wurde, erschien eine Uberpriifung der divergierenden Er- 
gebnisse angezeigt. 

Von Hammarsten! wurde allgemein die Reaktion der Lebergalle als 
,.alkalisch oder fast neutral‘‘ bezeichnet, und nach Leuthardt? ist die H-Ionen- 
konzentration von 7,7 durch den gegeniiber dem Blut erhéhten Gehalt an Bi- 
carbonaten bedingt. Der Abfall der H-[onenkonzentration unter 7,0 bei der Blasen- 
galle wird ,,als ein Zeichen fiir den damit parallel gehenden relativen Anstieg der 
Gallensiurenkonzentration“ angesehen; die manchmal auch bei der Lebergalle im 
sauren Bereich liegende Reaktion soll ,,das Vorherrschen chemischer Prozesse, 
die mit einer Sauerung verbunden sind, jedenfalls im Stadium bestimmter sekre- 
torischer Vorgange beweisen‘‘*. 

Auch bei der Galle kann die Kohlensaure, wie bei anderen um den neutralen 
Bereich liegenden Korperfliissigkeiten, einen wesentlichen Anteil am Pufferungs- 
system haben, da nur geringe Mengen von Phosphaten sowie Eiwei8 vorhanden 
sind‘, Eine Abhangigkeit der H-Ionenkonzentration vom CO,-Gehalt der Galle 
wurde von Drury, McMaster und Rous angenommen®. Reinhold und Fer- 
guson® achteten streng darauf, daB die Galle weder unter O,-Zutritt noch unter 
CO,-Verlust gewonnen wurde. Die mit der potentiometrischen Methode gewon- 
nenen py-Werte lagen dabei in der Blasengalle zwischen 6,8—7,1, bei der Fistel- 
galle aus dem Choledochus zwischen py 7,3 und 7,8. AuSerdem wiesen die Unter- 
sucher darauf hin, daB durch das lingere Drainagesystem der unbemerkte CO,- 
Verlust die Reaktion ins Alkalische verschieben kénne. Mit ,,Standard-Methoden 
der Blutanalyse“‘ bestimmten Aronsohn und Andrews? den CO,-Gehalt der 


1 O. Hammarsten, Allg. med. Chemie. K. Prochaska, Wien-Teschen- 
Leipzig 1896. 

2 F. Leuthardt, Lehrb. d. physiolog. Chemie. 11. Aufl., Walter de Gruyter 
& Co., Berlin 1954. 

3 H. Horsters, Ergebn. Physiol. 34, 494 [1932]. 

4K. F. Dietrich u. W. Stumpf, Klin. Wschr. 34, 373 [1956]. 

> D. R. Drury, P. D. McMaster u. P. Rous, J. exp. Medicine 39, 403 [1924]. 

6 J. G. Reinhold u. L. K. Ferguson, J. exp. Medicine 49, 681 [1929]. 

7H. G. Aronsohn u. E. Andrews, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 33, 89 
[1935/36]. 
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Lebergalle (Hundeversuch), der bei py 6,71 bei 95,6 Vol.-% CO, lag. In der Blasen- 
galle war der CO,-Gehalt auf 20,5 Vol.-% und die H-Ionenkonzentration auf 5,96 
abgesunken; dieser in der Blasengalle auf 1/; reduzierte CO,-Gehalt wurde als 
Ausdruck des gesunkenen py-Wertes angesehen. Die gegeniiber friiheren Unter- 
suchern bedeutend niedrigeren py-Werte wurden damit erklairt, daB bei der Mes- 
sung der H-Ionenkonzentration jeglicher CO,-Verlust vermieden wurde. Bei der 
durch Duodenalsondierung gewonnenen menschlichen ,,Galle“ betrug nach Chiray 
und Firmin® die Alkalireserve 40—70 Vol.-% CO,, glich also weitgehend der des 
Blutes. 


Methodik und Material 


1. Die fortlaufende H-Ionenkonzentrations- Bestimmung der Lebergalle wurde 
mit einer Durchlauf-Glaselektrode (Fassungsvermégen 2 ml) der Fa. Ludwig 
Pusl, Miinchen, durchgefiihrt. Die Galle gelangte dabei iiber ein diinnes T-Rohr 
(Kehr-Drainage), dessen kurzer Schenkel im Choledochus lag, in 70—80 cm Ab- 
stand luftdicht zur Elektrode. Bei Festlegung der MeBwerte wurde die Raum- 
temperatur beriicksichtigt und das Gerat taglich mit einem auf py 6,9 eingestellten 
Veronalpuffer nachgeeicht. Da die Benetzung der Glaslelektrode mit Schleimstoffen 
der Galle die aktuelle Reaktion beeinflussen kann, wurde vor der Nacheichung 
die Durchlaufelektrode mit dest. Wasser gespiilt. 

2. Friihere Untersucher verhinderten das Entweichen von CO, aus der Galle 
dadurch, daB sie die Galle unter Ol auffingen. Um eine exakte CO,-Bestimmung 
ausfiihren zu kénnen, haben wir bei Gewinnung der Lebergalle den langen Schenkel 
des T-Rohres in Form eines U gebogen und nach Vollfillen mit Galle den abstei- 
genden Schenkel des Gummirohres in etwa 25—30cm Entfernung vom Chole- 
dochus mit einer Ganzglasspritze, die sorgfaltig mit weiBer Vaseline eingefettet 
war und ein Schraubgewinde (Luer-Lok) hatte, punktiert. Obwohl bei diesen 
Spezialspritzen nur ein minimaler Totraum bestand, wurde er einschlieBlich Konus 
und Kaniile noch mit extrahiertem dest. Wasser ausgefiillt. (Gelangten kleine 
Gasblasen in die Spritze und waren diese nicht durch sofortige Entleerung der 
Spritze zu entfernen, wurde die Probe verworfen.) SchlieBlich wurde in die Spritze 
noch etwas Quecksilber aufgezogen und diese danach mit einem Holzstabchen 
(Zahnstocher) luftdicht verschlossen. Die Quecksilberkugeln erméglichten bei der 
spater angeschlossenen Rotation eine gute Durchmischung des Spritzeninhaltes. 

Die Blasengalle wurde aus der noch kérperwarmen Gallenblase, die am 
Cysticus abgeklemmt und ohne jegliche Eréffnung exstirpiert worden war, mit 
diesen praparierten Glasspritzen punktiert und ebenfalls blasenfrei gewonnen. 

3. Der CO,-Gehalt der Galle wurde mit der fiir die Blutgasanalyse giiltigen 
Methode nach van Slyke bestimmt. Nach einer Mindestlaufzeit von 15 Min. bei 
Zimmertemperatur auf einem Rotator wurde aus der Cournand-Spritze mittels 
einer Spezialnadel auf einer Gummipufferung eine 1-ml-Pipette nach Eichung 
aufgefiillt. Der Apparat der Fa. Bender & Hobein, Miinchen, war in bezug 
auf die Anordnung des Réhrensystems und der Schiittelkammerform nach Zéllner 
und Zeilinger® modifiziert. Die Galle wurde so langsam in die Kammer einlaufen 
gelassen, daB die Innenwande der Pipette keine Benetzung mehr aufwiesen. Ex- 
trahiert wurde in den meisten Fallen 8 Min., eine langere Schiitteldauer erbrachte 
keine verinderten Ergebnisse. Bei der Berechnung wurde die fiir den Apparat 
ermittelte Korrektur und der Temperaturfaktor beriicksichtigt. In allen Fallen 
wurden Doppelbestimmungen ausgefiihrt. 

In diesem Zusammenhang soll noch erwaihnt werden, da8 in einigen Fallen 
der Sauerstoffgehalt in der Leber- sowie Blasengalle kontrolliert wurde; er betrug 
maximal 0,3 Vol.-%, und lag damit noch innerhalb der Fehlerbreite. 

4. Das zur Messung der durch Punktion gewonnenen Galle verwandte 
py-Gerait (Cambridge Instrument, Modell R) hatte Temperaturkonstanz. Die 


8 M. Chiray u. P. Firmin, Arch. Maladies Appar. Digest. 25, 238 [1935]. 
9 N. Zollner u. E. Zeilinger, Naturwissenschaften 41, 423 [1954] 
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Messung von 2 ml Galle erfolgte unter Luftabschlu8 bei 37°. Vorher wurden die 
Spritzen in einem Thermostaten, der mit dem Warmemantel des py-Gerates in 
Verbindung stand, durch ein Rotationswerk unter der Wasseroberflache auf Kérper- 
temperatur gebracht. Zur Messung wurde eine hochohmige Glaselektrode gegen 
eine Kalomelelektrode verwandt; Hochfrequenzverstarkung. Nach dem Einstellen 
eines konstanten Wertes, der meist nach 11% Min. erreicht war, wurde erst nach 
einer mit der Stoppuhr gemessenen Zeit von 3 Min. endgiiltig abgelesen. Die Ab- 
lesung erfolgte auf 2 Stellen hinter dem Komma genau, durch Schatzung der dritten 
Stelle wurde entweder auf- oder abgerundet. Bei sehr viscoser Blasengalle lieB 
sich durch Messung verschiedener Stellen der Fliissigkeitssiule (durch Nachlaufen- 
lassen) der abgelesene Wert erharten. Durch Erdung des Thermostaten wurde eine 
vollkommene Abschirmung des sehr empfindlichen MeBkreises gegen fremde 
elektrostatische Streufelder erreicht. 

Vor jeder Bestimmungsserie wurde das py-Gerait einmal mit einem exakt 
auf 4,0 py eingestellten Kaliumbiphthalat-Puffer eingestellt und dann mit einem 
Sérensen-Puffergemisch (9,078 KH,PO,/l und 9,469 Na,HPO,/l als Anhydrid; 
das Mischungsverhaltnis betrug 80,8 ml Na,HPO, +- 19,2 ml KH,PO,) auf 7,37 py 
gegengeeicht, jeweils fiir 37° geltend. 

Wurde die Lebergalle nicht durch Punktion des T-Drains, sondern direkt 
mit Hilfe eines Ureterenkatheters aus dem Choledochus gewonnen, so betrug die 
Differenz im py-Wert bis +- 0,01. 

5. Die Fermentkonzentration in der Galle wurde mit den optischen Tests 
nach Warburg!” am Eppendorf-Photometer bei einer Schichtdicke von 10 mm 
und der Wellenlange 366 mu gemessen. Bei farbigen Praparaten hat diese Wellen- 
lange gegeniiber der mit 334 my den Vorteil der geringeren Blindabsorption™. 
In den Testlésungen wurde die Gallenmenge nach Bedarf verandert, da nur in 
einem bestimmten Bereich der Fermentkonzentration die Geschwindigkeit der 
Lichtschwankung mit der im Test vorhandenen Fermentmenge proportional ist. 
Die Reaktion wurde zur Zeit t, durch Zugabe der fermenthaltigen Lésung gestartet, 
und danach wurden die Extinktionen 10 Min. lang in Abstainden von je 1 Min. 
abgelesen. 

a) Bei der Umwandlung der Brenztraubensaiure in Milchsaure liegt das 
Gleichgewicht der Reaktion vollkommen auf der Seite der Milchséure. Wahrend 
des Reaktionsablaufs verschwindet DPN-H und damit auch die Lichtabsorption 
bei 366 mu. 

b) Da die Reaktion Fructose-1.6-diphosphat (FDP) —- Dihydroxyaceton- 
phosphat + Glycerinaldehyd-phosphat nicht iiber DPN-H verliuft und darum 
optisch nicht meBbar ist, muB sie mit der Reaktion Dihydroxyaceton-phosphat —~ 
Glycerophosphat gekoppelt werden. Da Glycerophosphat-Dehydrogenase (GDH) 
im UberschuB zugegeben wird, ist die Geschwindigkeit der Extinktionsabnahme 
nur von der Aktivitaét der Aldolase bestimmt. 


Zusammensetzung der Testlésungen 


zu a) zu b) 
Galle 0,10 ml Galle 0,20 ml 
bidest. Wasser 1,10 ml m/20-Triathanolpuffer ( PH a 4) 2,54 ml 
m f vi Na-Pyrophosphatpuffer Trilon (= Titriplex III) 1%ig 0,10 ml 
H 8,3) 1,10 ml DPN-H (10 mg/ml) 0,05 ml 
pent H (10 mg/ml) 0,05 ml GDH 0,01 ml 
m/10 BIS.Ne 0,15 ml m/10 FDP 0,10 ml 


Uber die noch laufenden Fermentuntersuchungen in der Galle wird an anderer 
Stelle berichtet werden. 


10 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 314, 399 [1943]. 
11 G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
EK. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 
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6. Bei 27 Gallensteinkranken wurde nach der Cholecystektomie, Revision 
und Drainage der Gallenwege die H-Ionenkonzentration und der CO,-Gehalt der 
Lebergalle bestimmt. In 17 Fallen wurde fiir 24 Stdn. fortlaufend der py-Wert 
der Lebergalle an verschiedenen Tagen, meist jedoch am 6. und 13. Tage nach der 
Operation, ermittelt. AuBerdem wurde bei 8 Fallen noch in der Blasengalle die 
H-Ionenkonzentration und der CO,-Gehalt gemessen. 

Die histologische Untersuchung der Gallenblasen-Praparate ergab stets eine 
mehr oder minder stark ausgepragte chronische Cholecystitis; bei 6 Fallen konnte 
auf Grund der Leberfunktionsproben (Elektrophorese, SerumeiweiB-Labilitats- 
und Bromthalein*-Probe) auf eine Leberparenchymschadigung geschlossen werden. 
In 2 Fallen bestand ein VerschluBikterus, und einmal lag auBerdem noch eine akute 
Pankreatitis vor. Der postoperative Verlauf war bis auf einen Fall, bei dem es 
am 2. Tage zum Coma hepaticum und am 3. Tage p. op. zum Exitus kam, kompli- 
kationslos. 


Versuchsergebnisse tiber den EinfluB 
verschiedener Faktoren auf den pa-Wert der Galle 


Die fortlaufenden pq-Messungen der Lebergalle begannen um 8 Uhr 
und endeten um 6 Uhr des folgenden Tages, wobei die Ablesung am 
Ende jeder zweiten Stunde erfolgte. Aus technischen Griinden war es 
nicht méglich, bei allen Patienten an einem ,,MeBtag“‘, der 12 Messungen 
umfaBt, die volle MeBreihe durchzufiihren. Die MeBtage liegen in dem 
Zeitraum zwischen dem 1. und 18. Tage nach der Operation. Auch hier- 
bei konnte nicht bei jedem Patienten am gleichen Tage nach der Ope- 
ration der py-Wert gemessen werden. Einen Uberblick iiber die MeBtage 
und die Zahl der Messungen pro MeBtag geben die 3 ersten Spalten 
der Tab. 1. 


Tab. 1. Statistische MaBzahlen der Patienten 
ohne Beriicksichtigung von MeBtag und -stunde. 



































Zahl d. | Zahl d. Durch- = , ’ 

Pat MeBtage |Messungen] schnitt SAQ Varianz Streuung 
1 2 23 6,86 0,3657 0,01590 0,12611 
2 2 24 7,32 0,4212 0,01755 0,13248 
3 2 24 7,31 0,7231 0,03013 0,17358 
4 1 12 6,80 0,3516 0,02930 0,17117 
5 2 24 7,40 0,5733 0,02389 0,15455 
6 2 24 7,90 0,7027 0,02928 0,17111 
7 4 48 7,04 2,2189 0,04623 0,21500 
8 2 20 7,16 1,1949 0,05975 0,24443 
9 2 24 6,94 0,6791 0,02830 0,16823 

10 3 30 7,69 3,4469 0,11490 0,33897 
11 3 25 6,77 0,4506 0,01802 0,13410 
12 2 24 6,88 0,7715 0,03215 0,17930 
13 1 12 6,86 0,3166 0,02684 0,16243 
14 2 24 7,46 1,6468 0,06862 0,26195 
15 3 26 6,80 0,1532 0,00589 0,07676 
16 2 24 7,30 1,1387 0,04745 0,21782 
17 2 23 7,00 0,8393 0,03649 0,19103 
Gesamt 37 411 7,17 58,7267 0,14324 0.37847 








* Bromthalein-Merck 
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Die Frage, ob die Parameter (1) 
zqG = 7,17 und sg = 0,37847 


der gesamten Gruppe von 411 Messungen als Schatzungen der betreffenden Para- 
meter der einzelnen Patienten aufgefaBt werden kénnen, ist zu verneinen. Geht 
man namlich von der Hypothese aus, daf die MeBwerte eines einzelnen Patienten 
eine Stichprobe aus einer Grundgesamtheit mit den obigen Parametern (1) sind, 
so ergibt sich, daB der Mittelwert %p dieser Stichprobe in dem Intervall 
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1. Aussagegehalt von Gesamt-Durchschnitt und -Streuung 


(1) 































































(N = 24) 17,02 < Zp < 7,32 (2) 
Tab. 2. Statistische MaBzahlen fiir die Tageswerte von 17 Patienten. 
MeBtag Zahl d. | Durch- AC me 
p. 0. Pat. Messungen| schnitt SAQ Varianz Streuung 
0 10 7 7,88 0,0070 0,00117 0,03421 
1 4 12 6,80 0,3516 0,03196 0,17877 
7 12 7,27 0,6796 0,06178 0,24855 
8 12 7,29 0,4951 0;04501 0,21213 
2 8 8 6,96 0,1718 0,01909 0,13827 
3 1 1l 6,87 0,2089 0,02089 0,14453 
6 3 12 7,41 0,2800 0,02545 0,15953 
5 12 7,32 0,0427 0,00388 0,06229 
6 12 7,82 0,3192 0,02902 0,17035 
7 12 7,02 0,2616 0,02378 0,15421 
9 12 6,87 0,3938 0,03580 0,18921 
10 12 7,90 0,0923 0,00839 0,09160 
11 6 6,85 0,0458 0,00916 0,09571 
12 12 6,93 0,3809 0,03463 0,18609 
13 12 6,86 0,3166 0,02878 0,16961 
14 12 7,43 0,8265 0,07514 0,27411 
16 12 7,40 0,4616 0,04196 0,20484 
17 ll 6,91 0,3321 0,03321 0,18223 
7 1 12 6,85 0,1544 0,01404 0,11849 
11 12 6,69 0,2023 0,01839 0,13561 
8 11 7 6,82 0,0696 0,01160 0,10770 
12 2 12 7,37 0,1849 0,01681 0,12965 
7 12 6,86 0,1297 0,01179 0,10858 
13 2 12 7,28 0,1877 0,01706 0,13061 
3 12 7,21 0,2032 0,01847 0,13590 
5 12 7,47 0,3941 0,03583 0,18929 
6 12 7,98 0,2347 0,02134 0,14608 
9 12 7,01 0,1621 0,01474 0,12141 
10 11 7,33 1,1168 0,11168 0,33418 
12 12 6,86 0,3626 0,03296 0,18155 
14 12 7,50 0,7936 0,07214 0,26859 
15 6 6,77 0,0145 0,00290 0,05358 
16 12 7,21 0,4604 0,04185 0,20457 
17 12 7,08 0,3349 0,03044 0,17447 
14 15 12 6,83 0,0408 0,00371 0,06091 
15 15 8 6,79 0,0748 0,01069 0,10339 
7,01 0,1259 0,01144 0,10696 
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bzw. in dem Intervall 

(N = 12) 6,96 < Zp < 7,38 (3) 
liegt, je nachdem der Umfang der Stichprobe N = 24 bzw. N = 12 betragt (Irr- 
tumswahrscheinlichkeit dieser Aussage 5%). 

Ein Vergleich mit Tab. 1 ergibt weiterhin, daB von den 10 Patienten, bei 
denen Stichproben von den Umfangen 12 bzw. 24 vorliegen, bei 8 die entsprechenden 
Mittelwerte nicht in den angegebenen Vertrauensgrenzen liegen. 

Zieht man auch noch Tab. 2 heran, in der die Tagesmittelwerte der einzelnen 
Patienten angefiihrt sind, so zeigt sich, daB bei 16 von insgesamt 28 TagesmeB- 
reihen des Umfanges 12 die entsprechenden Mittelwerte nicht in das Vertrauens- 
intervall (3) fallen. 

Es erscheint nicht gerechtfertigt, die aus 411 Messungen ermit- 
telten Parameter (1) als charakteristisch fiir den py-Wert der Leber- 


galle zu betrachten. 


2. Individualmittelwert 
als Kennzeichen fiir das Individualniveau 


a) Zur Ermittlung, ob zwischen den in Tab. 1 angefiihrten pq-Mittelwerten 
der Lebergalle der einzelnen Patienten signifikante Unterschiede bestehen, ware 
die Varianzanalyse die wirksamste Methode. Dabei stellt sich jedoch heraus, daB 
die fiir die Anwendung dieses Verfahrens notwendige Homogenitat der Varianzen 
nicht gegeben ist. (Der zur Homogenitatspriifung benutzte Bartlett-Test ergibt 
ein x? mit P (y*) < 0,0001). Es mu8 darum die Paarweise-Priifung mittels der 
t-Verteilung angewandt werden. 

Eine geringfiigige Modifikation des t-Testes gestattet aber die Frage, inwie- 
fern ein Unterschied zwischen zwei Mittelwerten, der mindestens den Wert Ax 
besitzt, signifikant ist und auf den Vergleich der entsprechenden Summenabstands- 
quadrate (SAQ) zuriickgefiihrt werden kann. Die Methode ist folgende: Bei zwei 
Stichproben der Umfange N, bzw. N, mit den Mittelwerten 7, bzw. 7, sind 7, 
und 3, signifikant verschieden, wenn 


to,os <! : noe Vs Ta (4) 


ist. Hierbei bedeutet t, ,, denjenigen Wert einer alain vonn = N, + N,—2 
Freiheitsgraden, fiir den P(to,9;) = 0,05 ist. (Die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir 
die Aussage ,,Z, und Z, sind signifikant verschieden“‘, betragt in diesem Falle 5%.) 
AuBerdem berechnet man s aus der Relation 

(N, + Nz — 2)s? = (SAQ), + (SAQ)s (5) 
wobei (SAQ), bzw. (SAQ), die Summenabstandsquadrate der entsprechenden Stich- 
proben sind. 

Quadratur von (4) ergibt 


was mit 
2x a 
P t, 05 N, SE N, 
aiquivalent ist. Beriicksichtigt man so kann man hierfiir auch schreiben 
t,—%)? N,N,(N, +N, "aa 
SA SA < 1 6 
( Q), + Q). “Tos N, aE N, ( ) 


Da man sich im allgemeinen damit begniigen kann zu priifen, ob ein Unterschied 
(Z, Tr Xe) = Z 
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bei vorgegebenem 17% signifikant ist, so kann man statt (6) auch 


(Az)! N,N,(N, + N,—2) 
(SAQ), + (SAQ), ase ; ™ N, “e N, 
verwenden. Der Unterschied (%, — %,) => Ax ist demnach dann gesichert, wenn 
fiir die Summe der entsprechenden Summenquadrate die Relation (7) erfiillt ist. 
Setzt man bei festen N,, N, : 
Az) N,N,(N,+ N.—2 
i Se tet ee (8) 


to ,05 N, +N, 


(7) 


so wird fiir einen beliebigen Faktor c > 0 
D(cAz) =e D(Az), (9) 
wie man sofort nachrechnet. 
Fiir VN, = N, = N vereinfacht sich (8) zu 


_ (43%) N(N—1) 


D 10 
(An = a (10) 
Fiir N = 24 ergibt sich beispielsweise 
D(0,15) = 3,14365 D(0,1) = 1,3970 D(0,09) = 1,1315 


Der Tab. 1 kann man nunmehr entnehmen, da die Unterschiede in den 
Mittelwerten etwa zwischen den Patienten 2 und 6, 2 und 9 sowie zwischen 3 
und 14 gesichert sind. Dagegen ist der Unterschied von 0,9 zwischen den Mittel- 
werten der Patienten 3 und 5 nicht gesichert. 

Vergleicht man den mittleren py-Wert der Lebergalle bei verschie- 
denen Patienter tiber einen lingeren Zeitraum, so kénnen signifikante 
Unterschiede auftreten. Die Patienten weisen demnach in dem durch- 
schnittlichen py-Wert der Lebergalle individuelle Unterschiede auf, die 
nicht mehr als zufallig zu betrachten sind (Irrtumswahrscheinlichkeit 
dieser Aussage 5°). 

b) Bestimmt man D(z) fiir N = 12, so ergibt sich 

AZ 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10 0,14 0,15 0,16 0,19 0,20 0,25 

D(AZ) 90,0767 °0,1104 0,1503 0,1963 0,2485 0,3068 

0,6013 0,6903 0,7854 1,1075 1,2272 1,9175 

Die AZ wurden entsprechend den in Tab. 2 auftretenden Mittelwertsunter- 
schieden fiir vollstandige TagesmeBreihen (VN = 12) ausgewahlt. Mittels dieser 
Tabelle iiberzeugt man sich durch Vergleich mit Tab. 2 sofort, daB zwischen den 
Mittelwerten des p;,-Wertes der Lebergalle verschiedener Patienten an dem gleichen 
Tage nach der Operation signifikante Unterschiede bestehen. 

Die iiber den mittleren py-Wert der Lebergalle verschiedener 
Patienten gemachte Aussage behalt ihre Giiltigkeit, wenn man den mitt- 
leren py-Wert an ein und demselben Tage p. op. allein vergleicht. Es 
bestehen auch hier signifikante Unterschiede. 


3. EinfluB der MeBstunde auf den Lebergallen-py 


a) In Tab. 3 sind die Durchschnitte, Varianzen und Streuungen der MeB- 
werte simtlicher Patienten unabhangig vom MeBtag fiir die einzelnen MeBstunden 
zusammengestellt. 

Um zu priifen, ob zwischen dem Stundenmittel signifikante Unterschiede 
bestehen, wurde die Varianzanalyse durchgefiihrt. (Die Homogenitatspriifung der 
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Tab. 3. Statistische MaBzahlen fiir die MeBstunden 
unabhangig vom MeBtag. 
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Uhrzeit eid pee SAQ Varianz Streuung 
8 32 7,14 3,6982 0,11930 0,3454 
10 34 7,21 5,0393 0,15271 0,3908 
12 34 7,17 5,6842 0,17219 0,4150 
14 33 7,15 5,8717 0,18349 0,4284 
16 34 7,16 5,9462 0,18019 0,4245 
18 37 7,18 4,6302 0,12862 0,3586 
20 37 7,18 4,6302 0,12862 0,3586 
22 36 7,19 4,5722 0,13102 0,3620 
24 35 7,15 4,5857 0,13487 0,3672 
2 34 7,16 4,5735 0,13859 0,3723 
4 34 7,14 4,2058 0,12744 0,3584 
6 33 7,12 4,6041 0,14388 0,3793 

















Tab. 4. Zerlegung der Gesamtvarianz zur Priifung des Einflusses der MeBstunde 


mitteis Varianzanalyse. 























Art der Streuung oe SAQ Varianz Streuung 
Innerhalb d. Stunden 399 58,4580 0,14651 0,3828 
Zwischen d. Stunden 11 0,2687 0,02443 0,1563 

Insgesamt 410 58,7267 0,14324 0,37847 


Tab. 5. Zerlegung der Gesamtstreuung zur Priifung der Linearitait der Regression 
zwischen MeBstunde und MefBwert. 




















Art der Streuung _—- SAQ Varianz Streuung 
grad 
Um die Regressions- 
gerade 409 58,6697 0,14344 0,3787 
Regressionsgerade 1 0,0569 0,05690 0,2385 
Insgesamt 410 | 58,7267 0,14324 | — 0,37847 








Varianzen mittels des Bartlett-Testes ergibt ein 7? mit P(y?) > 0,9.) Der Zu- 
sammenstellung der Varianzen in Tab. 4 entnimmt man, daB die Streuung inner- 
halb der Stunden wesentlich gréBer ist als diejenige zwischen den Stunden. Dies 
besagt, daB die Unterschiede der Mittelwerte im Rahmen der durch die Inhomo- 
genitat des Versuchsmaterials bedingten zufalligen Schwankungen liegen. 

Priift man, ob die Regression zwischen den Stunden und den py-Werten 
der Lebergalle eine lineare ist, so ergibt sich, daB die Streuung der Werte um die 
Regressiongsgerade (s. Tab. 5) nicht wesentlich von derjenigen innerhalb der Stunden 
abweicht. (Der Vergleich der entsprechenden Varianzen ergibt ein F = 1,0214 mit 
P(F) >> 0,05.) Die lineare Regression ist demnach zulassig. Sie ergibt einen Re- 
gressions-Koeffizienten b = 0,0034, der nicht wesentlich von 0 verschieden ist. 
Die Priifung, ob 6 wesentlich von 0 verschieden ist, mittels der Normalverteilung 
(Freiheitsgrad n = 409) ergibt wu = 0,64 mit P(w) = 1 — 2@(uw) > 50%. 

Der Korrelationskoeffizient zwischen dem py-Wert und den Mefstunden 
errechnet sich zu pa O88 

a ’ > 
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der ebenfalls nicht wesentlich von 0 verschieden ist. (Die Priifung ergibt t = 0,6 
mit P(t) ~ P(u) > 0,5). 

Betrachtet man das Gesamtkollektiv der gemeinsamen py-Werte 
der Lebergalle unabhaingig von dem jeweiligen Patienten und dem je- 


Tab. 6. Statistische MaBzahlen fiir die MeBstunden am 6. Tage nach der Operation. 


























Uhrzeit Pe: ol mie SAQ Varianz Streuung 

8 10 7,28 1,1036 0,12262 0,3503 
10 11 7,33 1,7152 0,17152 0,4141 
12 11 7,23 2,2536 0,22536 0,4747 
14 11 7,27 1,7647 0,17647 0,4201 
16 ll 7,20 1,8169 0,18169 0,4262 
18 11 7,25 1,9645 0,19645 0,4432 
20 11 7,30 1,1725 0,11725 0,3504 
22 1] 7,32 1,3585 0,13585 0,3686 
24 11 7,29 1,6265 0,16265 0,4033 
2 11 7,23 1,7680 0,17680 0,4205 
4 11 7,20 2,0638 0,20638 0,4543 
6 ll 7,24 1,6195 0,16195 0,4024 
Gesamt 131 7,26 20,4649 0,15742 0,3968 


Tab. 7. Zerlegung der Gesamtvarianz am 6. Tage p. op. zur Priifung des Finflusses 
der Mefstunde auf den MeBwert. 








Art der Streuung yee ail SAQ Varianz Streuung 
gre 

Innerhalb d. Stunden 119 20,2273 0,16998 0,4123 
Zwischen d. Stunden 11 0,2376 0,02160 0,1470 

Insgesamt 130 20,4649 0,15742 0,3968 
Regressionsgerade 1 0,0199 0,01990 0,1411 
Um die Regressions- 

gerade 3 129 20,4450 0,15849 0,3981 


Tab. 8. Statistische MaBzahlen fiir die MeBstunden am 13. 














Tage nach der Operation. 





























| ‘ 
Uhrzeit Pil | ric SAQ Varianz Streuung 

8 10 7,15 0,9520 0,10578 0,3252 
10 10 7,23 1,4618 0,16244 0,4030 
12 10 7,37 1,5472 0,17191 0,4146 
14 10 7,31 2.0632 0,22924 0,4788 
16 10 7,38 2,6374 0,29304 0,5413 
18 10 7,37 1,1237 0,12486 0,3535 
20 10 7,35 0,8652 0,09614 0,3101 
22 10 7,32 0,8850 0,09833 0,3136 
24 10 7,24 0,5534 0,06149 0,2480 
2 10 7,30 0,8516 0,09462 0,3076 
4 10 7,25 0,5562 0,06180 0,2486 
6 9 7,25 0,8306 0,10382 0,3222 
Gesamt 119 7,29 | 14,6617 | 0,12425 |  0,3525 
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Tab. 9. Zerlegung der Gesamtvarianz am 13. Tage p. op. zur Priifung des Einflusses 
der MeBstunde auf den MeBwert. 

















Art der Streuung Freiheits- SAQ Varianz Streuung 
grad 

Innerhalb d. Stunden 107 14,3237 0,13387 0,3659 
Zwischen d. Stunden 11 0,3344 0,03040 0,1744 
Insgesamt 118 14,6617 0,12425 0,3525 
Regressionsgerade 1 0,0016 0,00160 0,4400 
Um die Regressions- 

gerade 116 14,6601 0,12530 0,3540 





weiligen MeBtag, so ist kein Einflu8 der MeBstunde festzustellen. Die 
Korrelation zwischen der MeBzeit und dem py-Wert der Lebergalle 
ist 0. Diese Aussage ist hochgesichert. 

b) Fiir den 6. und 13. Tag nach der Operation lagen p;;-Messungen der Leber- 
galle von ausreichend vielen Patienten vor, 11 bzw. 10, so daB es fiir diese Tage 
sinnvoll erscheint, nochmals zu priifen, ob zwischen dem py-Wert und der MeB- 
stunde ein Zusammenhang besteht (Zahlenwerte siehe Tabellen 6—9). Die weitere 
Interpretation ergibt den gleichen Sachverhalt, wie er bereits unter 4. erértert 
wurde, so daB sich eine Wiederholung eriibrigt. 
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Abb. 1. Verlauf des mittleren py-Wertes der Lebergalle innerhalb eines MeBtages 
am 6. und 13. Tage nach der Operation sowie im Mittel fiir simtliche MeBtage. 


Abb. 1 vermittelt ein Bild von dem Verlauf des mittleren pj;-Wertes iiber 
die Stunden insgesamt und am 6. bzw. 13. Tage nach der Operation. 


4. EinfluB des MeBtages auf den Lebergallen-py 

Zur Priifung, ob der MeBtag einen wesentlichen EinfluB ausiibt, konnten 
nur der 6. und 13. Tag herangezogen werden, da nur fiir diese Tage ein aus- 
reichendes Zahlenmaterial vorliegt. 

Der Vergleich der beiden Tagesmittelwerte 7, = 7,26 und Z,, = 7,29 zeigt 
jedoch keinen wesentlichen Unterschied. (Es ergibt sich ein Priifwert w = 0,8 mit 
P(u) > 0,4). 

Auf Grund des vorliegenden Materials kann ein Einflu8 des MeB- 
tages auf den py-Wert der Lebergalle nicht festgestellt werden. 


5. Vergleich zwischen der fortlaufenden py-Bestimmung 
und der Einzelbestimmung mittels Cambridge-Apparats 
Bei 10 Patienten wurde nach der Operation je 3mal der py;-Wert der durch 


Punktion gewonnenen Lebergalle bei 37° mit dem Cambridge-Apparat bestimmt, 
wobei die durch den MeBtag und die MeSstunde bedingten Streuungsfaktoren 
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vernachlassigt wurden. Es ergeben sich aus 30 Messungen nachstehende statistische 
MaBzahlen: 

Mittelwert x = 7,15 Varianz Pd = 0,13057 Streuung s, = 0,36132 

Die fortlaufende Bestimmung des py-Weris der Lebergalle bei etwa 20° von 
17 Patienten mit der Pusl-Apparatur hatte bei insgesamt 411 Messungen folgende 
statistische Ma8zahlen ergeben (s. Tab. 1) 

Mittelwert y = 7,17 Varianz v4 - 0,14323  Streuung s, = 0,37845 

Der Vergleich dieser entsprechenden MeSzahlen bei den beiden MeBreihen 
ergibt keine signifikanten Unterschiede (Priifwert fiir den Mittelwert: t < 0,02 
mit P(t) >> 5%; fiir die Streuung: F = 1,09 mit P(F) >> 5%). 

Die Bestimmung des durchschnittlichen py-Wertes der Lebergalle 
unter Vernachlassigung der durch MeBtag und -stunde bedingten 
Streuungsfaktoren ergibt keine statistisch signifikanten Unterschiede 
zwischen den beiden MeBapparaturen. 


6. Korrelation zwischen py-Wert und CO,-Gehalt der Galle 
a) Zusammen mit der Bestimmung des p,;;-Wertes durch die Cambridge- 
Apparatur wurde der CO,-Gehalt der Lebergalle nach van Slyke bestimmt, die 
bei den 30 Messungen folgende statistische MeBzahlen ergaben: 
Mittelwert 7 = 66,64 Vol.% Varianz s: — 472,00 Streuung s, = 20,66 

AuBerdem war die Frage zu klaren, ob zwischen dem py-Wert und dem 
CO,-Gehalt der Lebergalle ein korrelativer Zusammenhang besteht. Es ergibt sich 
ein Korrelationskoeffizient 

r= — 0,16, 
der nicht wesentlich von 0 verschieden ist. 

Die Annahme, da zwischen dem p,-Wert und dem CO,-Gehalt 
der Lebergalle ein korrelativer Zusammenhang besteht, muB verworfen 
werden. 

b) Bei 8 Patienten wurde der »;-Wert (Cambridge-Apparatur) und der CO,- 
Gehalt (van Slyke) der Blasengalle bestimmt. Es ergaben sich folgende stati- 
stische MeBzahlen: 

a) fiir py 

Mittelwert 7 = 6,89 Varianz s2 — 0,05926 Streuung s, = 0,24344 

b) fiir CO, 

Mittelwert 7 = 42,63 Vol.-°4 | Varianz si 729,2. Streuung sy, = 27,004 

Bei Priifung, ob zwischen dem py-Wert und dem CO,-Gehalt der Blasen- 
galle ein korrelativer Zusammenhang besteht, ergibt sich ein Korrelationskoeffizient 

r = 0,095, 
der nicht signifikant von 0 verschieden ist. 

Ebenfalls wie bei der Lebergalle besteht auch bei der Blasengalle 
kein korrelativer Zusammenhang zwischen dem p,-Wert und dem CO,- 
Gehalt. 


7. EinfluB der Lagerungszeit auf den Lebergallen-py 


Von 5 Patienten wurde die Lebergalle unter LuftabschluB konstant bei 37° 
im Thermostaten aufbewahrt und standig rotiert. Alle 3 Stdn. wurde der py-Wert 
gemessen und 13 Stdn. nach der Messung wurde die Galle fiir 2 Stdn. mit CO, 
gesattigt. 1 Stde. nach Beendigung der CO,-Sattigung wurde der py-Wert noch- 
mals bestimmt, Die MeBwerte zeigen Tab, 10 und Abb. 2, 
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Tab. 10. Statistische MaBzahlen 
fiir den Lebergallen-pp bei Lagerung unter LuftabschluB. 





Tin. Patient ro +h- 
Uhr | Sum- |Durch SAQ 


. ' : Varianz | Streuung 
zeit | 1 2 3 4 5 | me _ |schnitt ‘ 5 





O | 7,22 | 7,24 | 7,21 | 7,16 | 7,17 | 36,00 | 7,20 | 0,0046| 0,0012 0,0346 
3 | 7,08 | 7,17 | 6,98 | 6,99 | 6,95 | 35,17 | 7,03 | 0,0325] 0,0081 0,0900 
6 | 6,81 | 6,89 | 6,84 | 6,79 | 6,76 | 34,09 | 6,82 | 0,0099} 0,0025 0,0500 
9 | 6,74 | 6,81 | 6,75 | 6,69 | 6,64 | 33,63 | 6,73 | 0,0165]} 0,0041 0,0640 
12 | 6,57 | 6,69 | 6,51 | 6,61 | 6,65 | 32,93 | 6,59 | 0,0187] 0,0047 0,0686 
16 | 5,94 | 6,04 | 5,89 | 5,92 | 6,01 | 29,80 | 5,96 | 0,0158} 0,0040 0,0632 


Gesamt 6,72 | 4,7690| 0,1644 | 0,4055 
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Abb. 2. Erniedrigung des Lebergallen-py bei 5 Fallen durch Lagerung unter Luft- 
abschluB und anschlieBender CO,-Sattigung. 


Es waren nun 2 Fragen zu priifen: 


a) Erfahrt der py-Wert einer bakteriologisch sterilen Lebergalle durch Lage- 
rung unter Luftabschlu8 bei Kérpertemperatur eine wesentliche Anderung ? 

b) Hat die nachtragliche Sattigung mit CO, einen wesentlichen EinfluB auf 
den py-Wert ? 

1. Zur Priifung der ersten Frage wurde eine Varianzanalyse vorgenommen. 
Die Varianzen zeigt Tab. 11. Die Varianzanalyse konnte durchgefiihrt werden, 
da die Homogenitatspriifung fiir die YVarianzen nach Bartlett y? = 1,6799 mit 
P(7?) > 0,7 ergibt. 

Die Varianzanalyse ergibt einen signifikanten Unterschied zwischen den 
Varianzen innerhalb der Stunden und zwischen den Stunden. Der entsprechende 
Wert von F ist F = 228,8 mit P(F) > 0,05. Damit ist ein wesentlicher EinfluB 
der Lagerungszeit auf den p,;-Wert sichergestellt. Anwendung des ¢-Testes ergibt, 
daB bereits ein Unterschied von 0,06 zwischen den Stundenmittelwerten signifikant 
ist. (Diese Aussage gilt mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%.) Es ergibt 
sich hieraus, daB bereits die Lagerung der Galle unter Luftabschlu8 ohne CO,- 
Sattigung einen wesentlichen Einflu8 auf den py-Wert hat. 
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Tab. 11. Zerlegung der Gesamtvarianz zur Priifung des Kinflusses der Lagerungs- 
zeit auf den Lebergallen-pyy. 





Freiheits- 


grad SAQ 


Art der Streuung | Varianz | Streuung 





Innerhalb d. Stunden 
Zwischen d. Stunden 





5 4,6710 0,93420 0,96654 
4,7690 0,16445 | 0,40552 





| | 
| 
24 | 0.0980 | 0,00408 | 0,06387 


Insgesamt 29 


2. Um den Zusammenhang zwischen der Lagerungszeit und dem pyy-Wert 
naher zu analysieren, wurde gepriift, ob das Verfahren der linearen Regression 
hierfiir zulassig ist. Der Vergleich der Varianz innerhalb der Patienten mit der- 
jenigen um die Regressionsgeraden (Tab. 12) ergibt jedoch, da8B kein linearer Zu- 
sammenhang vorliegt (Priifwert F = 4,073 mit P(F) < 0,001) (Tab. 12). 


Tab. 12. Zerlegung der Gesamtvarianz zur Priifung der Linearitét der Regression 
zwischen Lagerungszeit und Lebergallen-py bei CO,-Sattigung. 

















Art der Streuung Freiheits- SAQ Varianz Streuung 
grad ; 
Innerhalb d. Patienten 24 0,0980 0,00403 0,06387 
Zwischen d. Patienten 5 4,6710 0,93420 0,96654 
Insgesamt 29 4,7690 0,16448 0,40552 
Regressionsgerade 1 4,3033 4,30330 2,07470 
Um die Pegressions- 
gerade 28 0,4657 0,01663 0,12767 





3. Es wurde nunmehr gepriift, ob vor der Sattigung ein linearer Zusammen- 
hang zwischen py-Wert und Lagerungszeit besteht. Der Vergleich der entspre- 
chenden Varianzen zwischen den Patienten und um die Regressionsgeraden ergibt, 
daB diese nicht wesentlich verschieden sind (Tab. 13). (Priifwert / = 1,0098 mit 
P(F) > 20%.) Die lineare Regression ist zulaissig und ergibt den Regressions- 
koeffizienten 


b = — 0,0512 
und damit als Zusammenhang zwischen Zeit ¢ und p,,-Wert 
Pu = — 90,0512 ¢ + 7,18. 


Tab. 13. Zerlegung der Gesamtvarianz zur Priifung der Linearitét der Regression 
zwischen Lagerungszeit und Lebergallen-p;, vor CO,-Sattigung. 




















Art der Streuung Freiheits- SAQ Varianz Streuung 
grad 
Innerhalb d. Patienten 20 0,0822 0,00411 0,06411 
Zwischen d. Patienten 4 1,1993 0,29843 0,54633 
Insgesamt 24 1,2815 0,05339 0,23106 
Regressionsgerade 1 1,1796 1,17960 1,08610 
Um die Regressions- 
gerade 23 0,1019 0,00407 0,06380 


Der py-Wert der Lebergalle erfahrt bei Lagerung unter Luft- 
abschluB und Kérpertemperatur eine von der Zeit abhangige Ernie- 
drigung. 
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In dem Zeitraum von der Entnahme bis zur 12. Stunde ist dieser 
Zusammenhang linear von der Gestalt 


Pu =—0,0512t + 7,18. 


Dagegen ist in dem Zeitraum von der Entnahme bis zur 16. Stunde 
dieser Zusammenhang nicht mehr linear. Da von der 13. bis zur 15. Stunde 
eine CO,-Sattigung vorgenommen wurde, darf vermutet werden, dab 
die Storung der Linearitét auf die CO,-Sattigung zuriickzufiihren ist 
und dadurch auch der Unterschied von 5,96 in der 16. Stunde gegeniiber 
dem auf Grund des linearen Zusammenhanges zu erwartenden Wertes 
von 6,36 py entstand. Falls keine biologischen Griinde eine andere 
Deutung zulassen, kann als gesichert gelten, daB durch eine CO,-Satti- 
gung eine wesentliche Verminderung des py-Wertes der Lebergalle er- 
reicht wird (s. Abb. 2). 


8. Mittelwerte fiir Aldolase und Milchsauredehydrogenase 
in der Lebergalle 

Die Beobachtung des linearen Abfalles des Lebergallen-p,;, bei Aufbewahrung 
unter LuftabschluB fiihrte zu der Annahme, daB in der Galle fermentative Stoff- 
wechselvorgange auftreten. Von den am schrittweisen anaeroben Abbau des Glyko- 
gen beteiligten Fermenten wurde die Aldolase untersucht. Bei 11 Patienten betrug 
der Mittelwert fiir die Aldolase in der Lebergalle < = 1,25 FE (die Enzymmenge 
wurde nach Biicher berechnet). AuBerdem wurde bei der gleichen Patientenzahl 
die Milchsiuredehydrogenase (MDH) in der Lebergalle bestimmt, wobei sich ein 
Mittelwert von < = 2,38 FE ergab. 

In der Lebergalle ist stets Aldolase und Milchsiuredehydrogenase 
nachweisbar; der Mittelwert betragt 1,05 und 2,38 Ferment-Einheiten. 
Daraus kann gefolgert werden, daB beim anaeroben Zuckerzerfall in 
der Galle Milchsiure (und natiirlich auch die mit ihr im Gleichgewicht 
stehende Brenztraubensaure) gebildet wird, d.h.daB eine Sauerung 
erfolgt. 


Besprechung 


Die Untersuchungen zeigten, daB bei fortlaufender py-Bestimmung 
der Lebergalle signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Pa- 
tienten auftreten, die nicht zufallig sind; eine Verallgemeinerung wiirde 
darum zu einer irrtiimlichen Beurteilung fiihren. Auf Abb. 3, die als 
Beispiel den Verlauf des Lebergallen-py am 13. Tage nach der Operation 
aufzeigt (10 Fille), ist das AusmaB des Unterschiedes zu erkennen. Bei 
dem untersuchten Material (17 Patienten mit 411 Messungen) betrug 
der py-Mittelwert in der Lebergalle 7,17; ein EinfluB von MeBtag und 
MeBstunde war statistisch nicht nachweisbar. 

Fiir die Annahme, daB die stets schwach saure Reaktion der 
Blasengalle mit einem py-Mittelwert von 6,89 (8 Fille) auch durch die 
Zwischenprodukte des Kohlenhydratstoffwechsels (Brenztraubensaure, 
Milchséure u. a.) verursacht wird, sprechen die Versuchsergebnisse bei 
Lagerung der Galle unter Luftabschlu8. Der von der Zeit abhangige 
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lineare Abfall des Lebergallen-py bis 6,56 weist in Verbindung mit der 
Anwesenheit von Aldolase und Milchsiuredehydrogenase auf die fermen- 
tativen Stoffwechselvorginge in der Galle hin. Von Polonovski und 
Bourillon™ wurde der Anteil reduzierender Zucker in der Galle mit 
20 bis 80 mg®, angegeben, und Lang?* nahm bereits an, daB die ,,Galle 
m6glicherweise ein komplettes glykolytisches Enzymsystem besitzt‘‘. 
Zu dieser Annahme glaubt er insofern berechtigt zu sein, da in der ein- 
gedickten Galle 13,8 bis 48,0 mg®,, Milchséure nachweisbar waren und 
die Milchsdéurekonzentration beim Aufbewahren bei Zimmertemperatur 
zunahm. 
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Abb. 3. Verlauf des Lebergallen-pj; bei 10 Patienten am 13. Tage nach der Operation. 


Von anderen K6rperfliissigkeiten sind reversible py-Verschiebungen 
nach der sauren Seite, z. B. durch Sauerstoffmangel bekannt. Wie bei 
dieser sog. ,,physiologischen Acidose‘‘!4 kommt es auch bei der post- 
operativen Acidose zu einer Anhiufung von ,,fixen Séuren‘‘ durch die 
glykolytische Stoffwechselreaktion. AuBer der Brenztraubenséure und 
Milchsaure diirfte weiterhin wegen des Gehaltes der Galle an Phospha- 
tasen der Zerfall von Phosphorverbindungen an der Séiuerung beteiligt 
sein. Bei histochemischen Untersuchungen fiel der hohe alkalische Phos- 
phatasegehalt im Endothel der Gallenblasenkapillaren auf, weshalb an- 
genommen wurde, daB das Kapillarendothel bei der Stoffwanderung vom 
Blut zur Schleimhaut und auf dem Weg von der Blasengalle zum Blut 





22M. Polonovski u. R. Bourillon, Bull. Soc. Chim. biol. 34, 703 [1952]. 

13 K. Lang, in Hoppe-Seyler-Thierfelder: Hdb. d. physiolog. u. patholog.- 
chemischen Analyse, Bd. 5, Springer-Verlag Berlin-Géttingen-Heidelberg 1954. 

“4H. Frunder, Die Wasserstoffionenkonzentration im Gewebe lebender 
Tiere nach Messung mit der Glaselektrode. G. Fischer, Jena 1951. 
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eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit Phosphorylierungs- und De- 
phosphorylierungsvorgingen spielt!®. Ob auch noch saure Protein- 
spaltungsprodukte von Bedeutung sind, bleibt zu priifen. 

Bei der Stoffwechselacidose fiihrt die vermehrte Bildung organischer 
Sauren und die ungeniigende Riickresorption der Bicarbonate in der 
Niere zu einem verminderten Bicarbonatspiegel im Serum. Durch Ver- 
ringerung der Bicarbonate wird aber das Verhaltnis Bicarbonate zu 
Kohlensaure kleiner als 20:1, und es kommt zu Anderungen in der 
aktuellen und potentiellen Aciditaét des Harns!*. Neben diesen Ver- 
ainderungen in der renalen Bicarbonatausscheidung treten oft Storungen 
im Kaliumstoffwechsel auf. Diese St6rungen zeigen sich in der Galle 
insofern, als bei Kalium-Verlust durch die Niere die Galle weniger 
Kalium enthalt (Dietrich 1. c.17, Abb. 3 und 4). 

Vieles spricht dafiir, daB Erhéhungen der H-Ionenkonzentration 
bei Leberfunktionsstérungen auf verschiedenen, noch unbekannten 
Wegen eintreten kénnen. Die Beziehungen des Lebergallen-p, zur Art 
der Ernahrung sind von Bronner?® untersucht worden. Er fand bei 
Cholecystektomierten Verschiebungen im Gallen-py, die augenschein- 
lich in Beziehung zu der jeweiligen Kostform standen. Bei frisch Ope- 
rierten fiihrte eine vorwiegende Fleischkost zu einem Abfall des Leber- 
gallen-py,; mit Verbesserung der Leberfunktion verliefen die py-Werte 
der Lebergalle auch bei Fleischkost vorwiegend im alkalischen Bereich. 
Bronner?® wies schon damals darauf hin, daB bei Gallekranken mit 
meist auch geschidigter Leber die postoperative Acidose verlangert ist 
und daB die iibermaBige Zufuhr von Saéurebildnern zu einer Beeinflussung 
der aktuellen Reaktion der Galle fiihrt. Der in Abb. 3 als ,,individuelle 
Schwankung“ gewertete Verlauf ist ein Ausdruck dieser Stérungen. 

Die Abnahme des Gesamt-CO,-Gehaltes der Lebergalle bei Verweilen 
in der Blase diirfte auf eine Riickresorption zuriickzufihren sein, die 
méglicherweise durch den Anstieg des CO,-Partialdruckes im Zusammen- 
hang mit der oben diskutierten Saiuerung durch Glykolyse und Phos- 
phatasewirkung verursacht wird. Zwischen der H-Ionenkonzentration 
und dem CO,-Gehalt der Galle war erwartungsgemaB kein Zusammen- 
hang festzustellen, da die Galle neben Bicarbonaten andere Puffer- 
systeme enthialt. 

Herrn Priv.-Doz. Dr. N. Z6llner méchten wir fiir seine wertvollen Ratschlage 
und das Entgegenkommen bei Benutzung der Apparaturen vielmals danken. 

Frau Dr. I. Woller (Med. Poliklinik d. Univ. Miinchen) hat in dankens- 
werter Weise die Fermentbestimmungen durchgefiihrt. 

Herrn K. Liebrich, Miinchen, sind wir fiir die statistische Bearbeitung zu 
besonderem Dank verpflichtet. 

15 J, Wallraff u. K. F. Dietrich, Klin. Wschr. 35, 476 [1957]. 

16 F. Bischof, W. D. Sansum, M. L. Long, u. M. M. Dewar, J. Nutrit. 
7, 51 [1934]. 

17K. F. Dietrich, Klin. Wschr. 35, 96 [1957]. 

18 H. Bronner, Klin. Wschr. 12, 1562 [1933]; Arch. klin. Chir. KongreB- 
band 180 [1934]. 
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Zusammenfassung 


1. In Galle, die wihrend der Cholecystektomie und nach operativen 
Kingriffen an den Gallenwegen ohne Beriihrung mit Luft gewonnen 
wurde, betraigt das py-Mittel 7,15 fiir die Lebergalle, 6,89 fiir die Blasen- 
galle. 

2. Die H-Ionenkonzentration der Lebergalle zeigt Schwankungen 
im Zusammenhang mit dem postoperativen Verlauf. Diese Schwan- 
kungen sind individuell verschieden, die bestehenden Unterschiede in 
den Mittelwerten sind statistisch gesichert. 

3. Im Gesamtkollektiv ist ein Einflu8 von MeBtag und MeBstunde 
auf den py-Wert der Lebergalle nicht nachweisbar. 

4. Die Mittelwerte fiir CO, betragen bei der Lebergalle 66,64 Vol.-°4, 
bei der Blasengalle 42,63 Vol.-°,; ein korrelativer Zusammenhang 
zwischen dem py-Wert und dem CO,-Gehalt der Galle liegt nicht vor. 

5. Der py-Wert der Lebergalle erfihrt bei Lagerung unter Luft- 
abschluB und bei Korpertemperatur eine von der Zeit abhingige Er- 
niedrigung. : 

6. Da in der Lebergalle stets Aldolase und Milchsiuredehydrogenase 
nachweisbar ist, darf angenommen werden, daB saure Zwischenprodukte 
des Kohlenhydratstoffwechsels nicht nur in vitro, sondern auch in der 
Gallenblase zu einer Erniedrigung des Blasengallen-py fihren. 


Summary 


1. py measurements have been carried out on bile obtained in the 
absence of air during cholecystectomy and following operation on the 
biliary ducts. Average py values of 7.15 and 6.89 have been recorded 
for hepatic bile and gall bladder bile, respectively. 

2. The hydrogen ion concentration of hepatic bile varies in accord- 
ance with the post-operative development. The variations differ from 
individual to individual. The differences in the mean values are signi- 
ficant. 

3. Analysis of the py values obtained with hepatic bile shows that 
there is no correlation between py and time of measurement. 

4. The hepatic bile and gall bladder bile show mean carbon dioxide 
contents of 66.64 and 42.63 vol. per cent, respectively. There is no 
correlation between carbon dioxide content and py. 

5. The py of hepatic bile decreases on storage at body temperature 
and with exclusion of air; the reduction is a time-dependent process. 

6. Aldolase and lactic dehydrogenase were found in all samples of 
hepatic bile indicating that acid intermediate products of the carbo- 
hydrate metabolism depress the py of gall bladder bile in the gall bladder 
as well as in vitro. 
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Versuche zur Isolierung des Kallikreins, II? 


Das Verhalten des Kallikreins gegen Alkohol 
Von 
Heinrich Kraut und Wilhelm Korbel 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie in Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1957) 


Den Versuchen zur Isolierung des Kallikreins aus Harn setzte die 
mit fortschreitender Reimigung wachsende Zersetzlichkeit dieses Wirk- 
stoffes bisher eine uniiberwindliche Grenze. Die reinsten Praparate, die 
nur noch 2¥y organischer Substanz je Kallikreineinheit (K.E.) ent- 
hielten!, waren durch Voradsorption von unwirksamen Begleitstoffen 
mit Bleiphosphat, Membranfiltration und anschlieBender Phosphor- 
wolframsaéurefallung des Kallikreins bei raschestem Arbeiten in der 
Kalte gewonnen. Auch die anschlieBende Dialyse zur Entfernung der 
Salze muBte bei 0° vorgenommen werden, um Zersetzung hintanzu- 
halten. Die fertigen Priparate waren aber nur einige Stunden oder Tage 
voll wirksam, so daB ein weiterer Reinigungsschritt nicht angeschlossen 
werden konnte. 

Wiahrend man auf den ersten Stufen der Reinigung von der Fallung 
des Kallikreins mit Alkohol oder Aceton zur Gewinnung von Trocken- 
praparaten Gebrauch machen konnte, wurden die reinsten Priaparate 
dabei véllig unwirksam!. Ebensowenig vertrugen sie das Eindampfen 
im Vakuum. Aber gerade von der Gewinnung haltbarer Trockenprapa- 
rate hangt die weitere Reinigung entscheidend ab. Denn man kann keine 
Auswahl der dazu geeigneten Verfahren treffen, wenn mit kleinen An- 
siitzen mehrere Schritte der Reinigung unter sorgfaltiger Vermeidung 
von Temperaturerhéhungen im Eiltempo durchlaufen werden miissen, 
um bei wechselnder Ausbeute und Reinheit ein nur kurze Zeit haltbares 
Praparat zu erzielen. Es ist daher vor weiteren Versuchen zur Isolierung 
des Kallikreins notwendig, die Bedingungen zu studieren, unter denen 
das Kallikrein auch auf héheren Stufen der Reinheit als wirksames 
Trockenpriparat gewonnen werden kann. 

Im folgenden wird iiber die Untersuchung des Verhaltens gegen 
Athylalkohol berichtet, der sich bei unreinen Praparaten als ein brauch- 
bares Fallungsmittel bewahrt hat. Dabei variierten wir zuerst das pn, 
dann die Alkoholkonzentration und schlieBlich die Kallikreinkonzen- 
tration, um die Bedingungen fiir eine vollstandige Fallung kennenzu- 


lernen. Tab. 1 gibt eine Ubersicht iiber diese Versuchsreihen. Ausgangs- 


1 J, Mitteil.: H. Kraut und I. Schweitzer, diese Z. 284, 211 [1949]. 
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material waren aus Harn dargestellte Priparate, die uns die Farben- 
fabriken Bayer freundlicherweise zur Verfiigung gestellt hatten. Sie 
waren eine Zwischenstufe des Handelspraparates Padutin und hatten 
nach Dialyse gegen dest. Wasser Reinheitsgrade zwischen 150 und 200 y 
organischer Substanz je K.E. 


Tab. 1. Fallung von Harnkallikrein durch Athanol. 











< Kallikrein Athanol Wirksamkeit in % 
R. a Pu Pace im Nieder- in Rest- 
. ccm Einheiten com schlag lésung 
a) Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration 
1 4,0 5,0 50 5,0 80 — 
2 5,0 5,0 50 5,0 80 = 
3 6,0 5,0 50 5,0 keine Fallg. 80 
4 7,0 5,0 50 5,0 keine Fallg. 80 
5 8,0 5,0 50 5,0 keine Fiallg. 80 
b) Abhangigkeit von der Alkoholkonzentration - 
6 5,0 1,0 10 1,0 80 — 
7 5,0 1,0 10 0,9 70 10 
8 5,0 1,0 10 0,6 20 60 
9 5,0 1,0 10 0,4 -- 60 
10 5,0 1,0 10 0,2 —_ 80 
c) Abhangigkeit vom py bei héherer Kallikreinkonzentration 
11 4,0 5,0 100 5,0 90 -- 
12 5,0 5,0 100 5,0 90 — 
13 6,0 5,0 100 5,0 20 40 
14 7,0 5,0 100 5,0 keine Fallg. 70 
15 8,0 5,0 100 5,0 keine Fallg. 90 




















Wie die Versuche ergaben, war bei einem px von 4 bis 5 die ge- 
ringste Alkoholkonzentration von 50% notwendig, um praktisch die ge- 
samte Wirksamkeit in den Niederschlag zu bringen, wenn eine Kalli- 
kreinkonzentration von 20 K.E./eem angewandt wurde. 

Der Variation der Wasserstoffionenkonzentration bei der Alkohol- 
fallung sind durch die Empfindlichkeit des Kallikreins enge Grenzen 
gesetzt. Alle Fallungen wurden zwar im Kialtebad bei Temperaturen 
unter 0° ausgefiihrt, um Zersetzung hintanzuhalten, aber auch bei 
raschestem Abtrennen der Niederschlige war eine Erwirmung bis einige 
Grade tiber 0 nicht zu vermeiden. Sofort nach dem Abtrennen der 
Niederschlage wurden sie in kaltem Wasser gelést, auf das fiir die Halt- 
barkeit von Kallikrein giinstige py von 5,5 bis 6,5 gebracht und sofort 
nach entsprechender Verdiinnung am Hund getestet. Trotzdem betrug 
die Summe der Wirksamkeiten in Niederschlag und Testlésung niemals 
100°. Es war also eine Zerst6rung von Kallikrein eingetreten. 

Bei einem dieser Versuche (Nr. 8 der Tab. 1) machten wir eine merk- 
wirdige Beobachtung. Wir testeten am Hund Niederschlag und Rest- 
lésung und fanden weder im einen noch im anderen eine Kreislauf- 
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wirkung. Als aber die Injektion eine Stunde nach der Verdiinnung 
wiederholt wurde, war in Niederschlag und Restlosung zusammen 80% 
der urspriinglichen Wirksamkeit vorhanden. Die Beobachtung, daB nach 
der Verdiinnung mit Wasser die Wirksamkeit in der alkoholischen Rest- 
lésung langsam wieder anstieg, lie erkennen, daB eine reversible Dena- 
turierung von Kallikrein bei der Einwirkung von Alkohol erfolgt. Bei 
lingerem Aufbewahren unter Alkoholeinwirkung wird diese Denatu- 
rierung allerdings irreversibel. Da hohere Kallikreinkonzentrationen die 
Fallung begiinstigen und die Verluste vermindern, kann man schlieBen, 
daB Begleitstoffe die Denaturierung hemmen. Diese Beobachtung diirfte 
auch eine Erklirung dafiir bieten, da& mit zunehmendem Reinheitsgrad 
die Kallikreinverluste bei der Fallung mit Alkohol zunehmen. 

Fir die Verwendung von Alkohol zur Reinigung von Kallikrein 
muBten wir den Verlauf der Denaturierung und die Bedingungen der 
Reversibilitaét untersuchen. Es ist fiir praparative Zwecke besser, bei 
Raumtemperatur zu arbeiten, da die Fallungen durchweg schneller er- 
folgen als beim Arbeiten in der Kalte. Die Flockungen werden dichter, 
allerdings auch dunkler. Die Lésung der Niederschlage bzw. die Ver- 
diinnung der Restlésungen mit Wasser muB noch am gleichen Tag er- 
folgen. Wurden die Praparate am Tage nach der Fallung gelést bzw. 
verdiinnt, so war der Wirksamkeitsverlust etwa 20% groBer als bei 
den in der Kalte dargestellten Praparaten, und zwar ohne Riicksicht 
auf die Alkoholkonzentration. Praparate, die eine Woche unter der 
Einwirkung von Alkohol gestanden hatten, waren zu mehr als 70% zer- 
stért worden. In diesen Fallen waren aber Unterschiede in bezug auf 
pu-Wert und Alkoholkonzentration zu beobachten. Lésungen, die auf 
pu 4 eingestellt waren, hatten mehr Wirksamkeit verloren als die von 
pu 5 und 6. Die Praéparate von py 7 und 8, die zunichst keine Fallungen 
zeigten, waren nach einer Woche ebenfalls ausgeflockt und fast un- 
wirksam. 

Kallikreinlésungen, die mit Alkoholmengen versetzt waren, die noch 
nicht ausreichten, um eine sofortige Fallung zu bewirken, z. B. mit 10%, 
hatten dagegen eine etwas bessere Haltbarkeit. Sie verloren in einer 
Woche etwa 20% und hatten nach der zweiten Woche nur 30% ihrer 
Wirksamkeit eingebiiBt. Aus diesem Verhalten kann man schlieBen, daB 
Begleitstoffe des Harnkallikreins eine stabilisierende Wirkung auf Kalli- 
krein haben und die Denaturierung mit Alkohol verhindern. 

Die Denaturierung von Kallikrein durch Alkohol ist demnach um so 
stirker, je héher die Alkoholkonzentration ist. Sie wird um so mehr 
irreversibel, je linger der Alkohol einwirkt und je héher die Tempe- 
ratur ist. 

Als Faustregel haben wir erprobt, daB Kallikrein bei Temperaturen 
unter 0° von Alkohol in einer Konzentration von 30% kaum zerstért 
wird. Fallungen mit 75% Alkohol erfolgen rascher und vollstandiger 
als die mit 50% Alkohol, miissen aber bei Temperaturen unter 0° durch- 
gefiihrt werden, um eine irreversible Denaturierung zu vermeiden. Die 
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Niederschliige kénnen nach ein oder zwei Stunden abgetrennt und prak- 
tisch ohne Wirksamkeitsverlust in Wasser aufgenommen werden. 

Der Vorgang der Kallikrein-Inaktivierung durch Alkohol ist ziem- 
lich unklar. Man kénnte vermuten, da® eine langdauernde Anderung 
der Dissoziation das Kallikreinmolekiil veraindert. Nach Werle und 
Daumer? ist Kallikrein amphoter und hat seinen isoelektrischen Punkt 
bei pu 4,2. Weiter kénnte man vermuten, daB die geringen Aldehyd- 
mengen, die sich immer im Alkohol finden, fiir die Zerst6rung verant- 
wortlich sind, denn Aldehyde kénnen mit der NH,- und der NH-Gruppe 
von Proteinen reagieren. Aber bei Versuchen mit aldehydfreiem Alkohol 
trat ebenfalls Denaturierung ein. Die Beobachtung, daB die Denatu- 
rierung in bestimmten Grenzen reversibel ist, kénnte vermuten lassen, 
daB in diesem Zustand Kallikrein durch sekundire Einfliisse zerstort 
wird, beispielsweise durch Spuren von Schwermetallen. Aber auch nach 
Entfernung der geringen Zink- und Eisenspuren in den Kallikreinprapa- 
raten durch Dithizon war keine bessere Haltbarkeit zu beobachten. 
Ubrigens konnte durch diese Versuche mit groBer Wahrscheinlichkeit 
ausgeschlossen werden, daB Schwermetalle fiir die Wirksamkeit von 
Kallikrein notwendig sind, denn die Dithizonbehandlung brachte nur 
geringe Verluste, die durch Emulsionsbildung an der Grenzflache 
Toluol-Wasser entstanden. 


-Das Verhalten von Kallikrein 
gegentiber anderen Alkoholen 

Auch mit Athylglykol kann man Kallikrein fallen, jedoch ebenfalls unter 
Denaturierung. Mit Methanol traten bei denselben p;;-Werten und Alkoholkonzen- 
trationen Fallungen auf, wie sie bei Athylalkohol beobachtet werden. Die methyl- 
alkoholischen Lésungen kénnen jedoch wegen der Giftwirkung des Alkohols nicht 
mit Sicherheit getestet werden. Auch die Verwendung von Isopropylalkohol ergab 
das gleiche Bild in bezug auf Fallbarkeit und Denaturierung. 

Von der Denaturierung durch Alkohol zu unterscheiden ist der 
Wirksamkeitsverlust, den die reineren Priiparate beim Aufbewahren in 
waBriger Losung erleiden. Dies tritt schon nach der durch die Alkohol- 
fallung bewirkten Reinigung ein. Wurden die Niederschlage, z. B. Nr. 12 
der Tab. 1, in Wasser gelést, so verloren sie im Laufe einer Woche 50% 
der Wirksamkeit und waren nach zwei Wochen ohne jede Wirkung 
am Hund. 

Eine Wiederholung der Alkoholfallung ist mit sehr groBen Wirk- 
samkeitsverlusten verbunden, offenbar deshalb, weil die schiitzenden 
Begleitstoffe bei der ersten Fallung zuriickgeblieben sind. Diese Fest- 
stellung stimmt tiberein mit den friiheren Beobachtungen, nach denen 
reinere Kallikreinpraparate gegen Alkohol sehr empfindlich sind. 

Versuche, durch Zusatz von Neutralsalzen oder von Aminosiuren 
die Haltbarkeit zu erh6hen, hatten in keinem Falle Erfolg. Auch war 
ein EinfluB der Ionen-Wertigkeit nicht zu beobachten. Abweichungen 


2 EK. Werle u. J. Diumer, Biochem. Z. 304, 377 [1940]. 
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vom Neutralpunkt wirkten sich ungiinstig aus; sowohl im alkalischen 
als auch im sauren Bereich verloren die Praparate rascher an Wirksam- 
keit. Da Kallikrein durch Oxydationsmittel rasch zerstért wird, wurde 
gepriift, ob ein Zusatz von Ascorbinsiure die Haltbarkeit verbessert, 
doch auch diese Kombination hatte keine bessere Haltbarkeit zur Folge. 

Mit Sicherheit konnte jedoch festgestellt werden, daB Lésungen mit 
100 K.E./cem besser haltbar waren als verdiinnte Losungen. AuBerdem 
fanden wir eine etwas bessere Haltbarkeit bei Praparaten, die mit der 
dreifachen Alkoholmenge in der Kalte gefallt und dann konzentriert 
gelést waren. Ob in diesen Fiillen stabilisierende Stoffe mitgefallt werden, 
die Kallikrein aus Harn mit sich fiihrt, kann nicht entschieden werden. 

Die gewonnene Kenntnis des Verhaltens gegen Alkohol erlaubte 
uns, in einem einzigen Schritt durch Fallung des Kallikreins bei einer 
Alkoholkonzentration von 75% zu verhaltnismaBig reinen Praparaten 
zu gelangen, die wir fiir die weitere Reinigung verwenden wollen. 

600 cem einer Kallikreinlésung vom py 4,5, enthaltend 4020 K. E. vom 
Reinheitsgrad 198 y/K. E., wurden im Kaltethermostaten von — 15° mit tief- 
gekiihltem Alkohol bis zu einer Konzentration von 75% versetzt. Der Alkohol 
wurde aus einer Kapillare zugegeben, so daB sich die Mischung nicht merkbar 
erwarmte. Die sich sofort triibende Lésung blieb 40 Stdn. im Kaltebad und wurde 
dann rasch zentrifugiert. Nach Entfernung von Alkoholspuren durch Uber- 
schichten mit Ather wurde der graubraune Niederschlag mit 4 ccm doppelt destil- 
liertem Wasser aufgenommen und gut verrihrt. Beim Zentrifugieren dieser Sus- 
pension blieb ein kleiner Niederschlag, die klare goldgelbe Lésung enthielt 75% 
der Wirksamkeit. Der Reinheitsgrad dieser Lésung betrug 25 y organische Sub- 
stanz/K. E. Im Niederschlag waren 10% der Wirksamkeit zu finden. 

In Lésung sind diese Priparate im Gegensatz zu dem Ausgangs- 
material, aus dem sie dargestellt wurden, nicht haltbar. Sie verlieren 
in einer Woche mehr als 30° an Wirksamkeit. 


Die wahrscheinliche Zugeh6rigkeit des Kallikreins 
zur Gruppe der Proteine 


Eine Reihe von Eigenschaften, darunter auch die Fallbarkeit mit 
Alkohol, sprechen dafiir, daB Kallikrein zur Gruppe der Proteine gehort. 
Alle bisher gepriiften EiweiBfallungsmittel, so Phosphorwolframsaure, 
Uranylacetat, Trichloressigsiure, Sulfosalicylsiure geben mit Kallikrein- 
lésungen Niederschlige, wobei keine Kaliikreimwirkung mehr in den 
Restlésungen festzustellen ist. In einigen Fallen konnte das Kallikrein 
aus den Niederschligen mehr oder weniger vollstandig wiedergewonnen 
werden, so aus den mit Uranylacetat und mit Phosphorwolframsaure 
entstandenen Fiallungen, in anderen war seine Wirksamkeit zerstort. 
Auch das Verhalten bei der Dialvse spricht dafiir, daB Kallikrein ein 
hochmolekularer Stoff ist. Es durchdringt die Dialysiermembrane nicht 
oder nur in ganz geringem Umfang. Aber die Méglichkeit war bisher 
nicht ausgeschlossen, daB Kallikrein selbst niedrigmolekular, und sein 
Verhalten bei den Fallungen und bei der Dialyse nur durch Bildung 
eines Symplexes mit hochmolekularem Protein verursacht sei. 
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Zur Trennung solcher Symplexe mit Proteinen, insbesondere von 
schwer léslichen, ist die Anwendung von Netzmitteln von Kationen- 
typ geeignet. Wir versuchten daher, durch Anwendung von Zephiro] 
(Lauryl-dimethyl-benzyl-ammoniumbromid) das Kallikrein von beglei- 
tendem Eiweif zu befreien. Bein Zusatz dieses Netzmittels zu Kalli- 
kreinlésungen entstehen Niederschlige, die sich mit steigender Invert- 
seifenmenge zunichst verstirken, um bei weiterem Zusatz teilweise 
wieder in Lésung zu gehen. Damit nicht durch py-Verschiebung nach 
der sauren Seite eine Fallung durch das Netzmittel vorgetiiuscht wurde, 
fiihrten wir die Fallung in Gegenwart eines Phosphatpuffers von pu 7 
aus. (Zur Testung des Kallikreins am Hund mu man das Hamolyse 
verursachende Netzmittel entfernen, was z. B. durch Ausiathern ge- 
schehen kann.) 


Versetzt man Kallikreinldsungen mit steigenden Mengen von Ze- 
phirol, bis kein neuer Niederschlag mehr entsteht, so findet sich kein 
Kallikrein mehr in der tiberstehenden Losung, aber auch im Niederschlag 
ist nach Aufnehmen in physiologischer Kochsalzlésung keine Kreislauf- 
wirkung mehr nachzuweisen. Versetzt man mit geringeren Zephirol- 
mengen, als zur volligen Ausfallung erforderlich ist, so entspricht der 
Kallikreinverlust genau dem Verhiltnis, in dem die zugesetzte Zephirol- 
menge zu der fiir vollstandige Fillung erforderlichen steht (s. Tab. 2). 


Tab. 2. Zerstérung des Kallikreins durch Zephirol 
(angewandt 2 ccm Kallikrein, enthaltend 13 K. E.). 





Zusatz von Zephirol 





(1l-proz. Lésung). . . . . . 0,03 0,06 0,09 0,12 0,15 cem 
Resbame ... 5... +... « BO% 60% 40% 20% 0% Wirkung 
Niederschlag ........ — - 0% 0% 0% Wirkung 


Eine Abtrennung des Kallikreins von begleitenden Proteinen wird 
also durch die Anwendung von Zephirol nicht erreicht, vielmehr folgt 
das Kallikrein quantitativ der ausgefallten Proteinmenge. 


Ks bestiinde die Méglichkeit, daB bei der Zephirolfallung das Kalli- 
krein in eine wasserlésliche aktive Gruppe und einen durch Zephirol 
fallbaren Trager von Proteinnatur getrennt wird. Wir haben daher die 
Restl6sung und den in physiologischer Kochsalzlésung gelésten Nieder- 
schlag nach Ausithern des Zephirols aus beiden vereinigt. Die Testung 
am Hund ergab keine Kreislaufwirkung. Das Kallikrein war also durch 
das Zephirol zerstért worden. Die Parallelitit zwischen Zephirolzusatz 
und Kallikreinzerstoérung spricht in hohem Mafe dafiir, daB das Kalli- 
krein selbst ein hochmolekularer Eiweibstoff ist. 
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Zusammenfassung 

1. Zur Fallung von Harnkallikrein durch Athanol eignet sich am 
besten ein po um 5 und eine Kallikreinkonzentration von mindestens 
20 K.E. je m/ der waBrigen Lésung. Dann geniigt ein Zusatz derselben 
Menge Alkohol, um das Kallikrein zu 90% auszufiillen. 

2. Beim Versetzen von Kallikreinlésungen mit mehr als 10°% Athanol 
tritt eine allméhliche, anfangs reversible, dann irreversible Denatu- 
rierung des Kallikreins ein. Die Denaturierung erfolgt um so rascher, 
je gréBer die Alkoholkonzentration, die Temperatur und der Reinheits- 
grad des Kallikreins ist. 

3. Durch Fallung von Harnkallikreinpriparaten eines Reinheits- 
grades um 200 y Trockensubstanz je K.E. mit der 3fachen Menge Athanol 
in der Kalte gelangt man mit guter Ausbeute zu Praiparaten von Rein- 
heitsgraden um 25 y Trockensubstanz je K.E. Diese Praparate sind aber 
in Lésung sehr instabil. 

4. Das Verhalten des Kallikreins spricht dafiir, dab es entweder 
selbst ein Protein oder mit einem Protein zu einem Symplex vereinigt 
ist. Versuche, einen eventuell vorhandenen Symplex mit Zephirol zu 
spalten, hatten keinen Erfolg. Zephirolzusatz fallt und zerstort Kalli- 
krein, und zwar in dem Verhiiltnis, in dem die zugesetzte Zephirolmenge 
zu der fiir vollstandige Fallung erforderlichen steht. Dies spricht dafiir, 
daB Kallikrein selbst zur Gruppe der Proteine gehort. 


Summary 

1. Optimum results in the precipitation of urinary kallikrein by 
ethanol are obtained at pu 5 and with a minimum kallikrein concen- 
tration of 20 kallikrein units per m/. of aqueous solution. Under these 
conditions the addition of an equal quantity of alcohol precipitates 
90 per cent of the kallikrein. 

2. When kallikrein solutions are treated with more than 10 per cent 
of ethanol gradual denaturation of the kallikrein takes place. The 
denaturation is initially reversible but then becomes irreversible; it 
proceeds more rapidly with increasing temperature, alcohol concen- 
tration and purity of the kallikrein. 

3. When urinary kallikrein preparations of a purity around 200 y 
total solids per kallikrein unit are precipitated in the cold with a 3-fold 
quantity of ethanol, good yields are obtained of preparations with 
purities around 25 y total solids per kallikrein unit. The latter prepar- 
ations are, however, very unstable in solution. 

4. The properties of kallikrein indicate that it is either a protein 
or is combined with a protein in the form of a “‘symplex.’’ Attempts 
to cleave a possible symplex with zephirol were unsuccessful. The 
addition of zephirol precipitates and decomposes kallikrein in a pro- 
portion corresponding to the ratio of the added zephirol to the zephirol 
necessary for complete precipitation. This points to the fact that kalli- 


krein is a protein. 
6* 
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Von 


F. L. Breusch und §. Hersek 


Hamolyse durch o-Monoglyceride 


Aus dem II. Chemischen Institut der Universitat Istanbul 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juni 1957) 
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In friiheren Arbeiten wurde die Hamolyse von Taubenblutkér- 
perchen durch Seifen verschieden substituierter Fettsiuren und von 


Kationenseifen untersucht?. 


Da verschiedentlich vermutet wurde, da an der Hamolyse in vivo 
enzymatisch aus Triglyceriden oder Phosphatiden entstandene «-Mono- 
glyceride beteiligt sind, haben wir mit den in den friitheren Arbeiten 
beschriebenen Methoden den Einflu8 der homologen Reihe der «-Mono- 
glyceride auf die Grenzkonzentration der Himolyse untersucht. Gleich- 
zeitig wurden noch die Himolysekonzentrationen der Seifen von einigen 
v.$-Dimethyl-Fettsiuren und von /-Methyl-Fettsiuren bestimmt. 


Ergebnisse 





«-Monoglyceride 
d 


Hamolytische Grenzkonzentration 
mit 2% Athanol | ohne Athanol 

















Caprylsaure (C,) 1/1000 "/900 
Nonylsaure (C,) !s000 "/2500 
Decylsaure (Caprin- 
/ 7000 "/s000 
Undecylsaure (C,,) /15000 "/g000 
Laurinsaure (C,,.) '22000 /6600 
Mpyristinsiure (C,,) /18000 1/ 605 
Palmitinsaure (C,,) /2800 "Is0 
Stearinsaure (C,,) /500 a 
Ket- " 
“7, Hamolyt. Grenz- 
C-Zahl tag konz. ohne Athanol 
x,B-Dimethyl-caprylsiure 10 8 /s50 
x, $-Dimethyl-caprinsaiure 12 10 4500 
«,$-Dimethyl-laurinsaure . 14 12 40000 
x, 8-Dimethyl-myristinsaure 16 14 145000 
£-Methyl-laurinsaure 13 12 20000 
f-Methyl-myristinsiure 15 14 100000 











1 a) F. L. Breuschu. H. Bodur, diese Z. 286, 148 [1950]; b) F. L. Breusch 
u. $. Hersek, diese Z. 291, 1 [1952]; c) F. L. Breusch u. $. Hersek, diese Z. 297, 


258 [1954]. 
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Die Kurven der Abbildungen 1 und 2 (log der himolytischen Grenz- 
konzentration/Liange der Fettsaure) verlaufen wie in den ersten Arbeiten! 
glockenformig. Das Maximum in der Reihe der «-Mono-glyceride (Abb. 1) 
ist mit einer Grenzkonzentration von 4/5999) beim Laurinséure-monogly- 
cerid nicht so hoch wie das Maximum in der homologen Reihe der nor- 
malen Fettséuren (Na-Myristinat mit 1/37999) oder wie bei der Octy!- 
nonyl-essigsaure (+/g99990)'°- 





























Wis aa 

Zo 

AEN 

| | | 

be 4 : | 

sk et te We 

6 0 2 & 6 mR 
Abb. 1. Hamolytische Grenzkonzentration der 
x-Mono-glyceride. o mit 2% Athanol, 
e —e ohne Athanol. — Abszisse: Lange der 


Fettsaurekette der «-Mono-glyceride, Ordinate: 
log der hamolytischen Grenzkonzentration. 





Abb. 2. Hamolytische Grenzkonzentration der Na-Salze der «,f-Dimethyl-fett- 
sauren? oo und der #-Methyl-fettsiuren? e —e. Abszisse: Lange der Fettsaure- 
kette, Ordinate: log der hamolytischen Grenzkonzentration. 


Seifen von a,f-Dimethyl]-Fettsiuren sind mit einem Maximum von 
1! 45000 bei x,f-Dimethyl-myristinsaéure wirksamer als die besten «-Mono- 
glyceride. 

Ks ist deshalb unwahrscheinlich, daB 1-Monoglyceride an der Hamo- 
lyse in vivo wesentlich beteiligt sind. 

Die verwendeten «.f-Dimethyl-Fettsiuren und /-Methyl-Fett- 
siuren wurden von E. Ulusoy? in unserem Institut dargestellt. 

Die a-Monoglyceride wurden folgendermaBen synthetisiert : 


H,C—Ov | 
HoH + ClL-CO—Alkyl 

H,C—OH 

H,C—O H,C—OH 

vals O CHa Verseifung il 
H,C—O—CO— Alkyl H,C—0—CO— Alkyl 


2 E. Ulusoy, Rev. Fac. Sci. Univers. Istanbul A 15, 381 [1950]. 
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Hamolyse durch ~-Monoglyceride 


Beschreibung der Versuche 


Die Messungen der Hamolyse-Grenzkonzentration, mit und ohne 2% Athanol, 
wurden wie in den friiheren Arbeiten ausgefiihrt. 

1.2-Aceton-glycerin? wurde mit reinstem Fettsaiurechlorid’ zu 1.2-Aceton-3- 
fettsiure-glycerid®> kondensiert. Dann wurden nach der gleichen Vorschrift® durch 
kalte Verseifung mit HCl die «-Monoglyceride hergestellt und die Rohprodukte 
mehrfach aus Ather umkristallisiert. 


Unsere Schmelzpunkte waren: 











; Schmelzpunkte 
x-Monoglycerid der ; 
gefunden | Lit.® 
Caprylsiure. .. . 36,5—38° | — 
Nonylsiure . .. . 25—29° - 
Caprinséure... . 53° 53° 
Undecylsiure .. . 53,8—56,5° 56,5° 
Laurinsdure .. . 61—62° 62° 
Myristinsiure . . . 67—69,2° 70,5° 
Palmitinsiure . . . 73,5—74,2° dae 
Stearinsdure. .. . 79—80,5° 81° 


Zusammenfassung 


Die himolytischen Grenzkonzentrationen der a-Monoglyceride ge- 
radkectiger gesattigter Fettsauren sowie der Seifen einiger «,f-Dimethyl- 
Fettsiuren und /-Methyl-Fettsiuren wurden gemessen. Die Kurven 
verlauvfen bei den «-Monoglyceriden glockenférmig mit emem Maxi- 
mum beim Laurinséure-Monoglycerid. 

Eine wesentliche Beteiligung der x-Monogyleeride an der Hiimolyse 
in vivo ist unwahrscheinlich, weil ihre maximale himolytische Wirksam- 
keit geringer ist wie diejenige der Seifen der entsprechenden Fettsiuren 
und der «,/-Dimethyl-Fettsiiuren. 


Summary 


The limiting concentrations causing haemolysis have been deter- 
mined for the «-monoglycerides of straight chain saturated fatty acids 
and for the soaps of some «,/-dimethy| fatty acids and f-methyl fatty 
acids. The haemolysis curves for the ~-monoglycerides are bell-shaped 
with a maximum at lauryl monoglyceride. It is unlikely that the ~-mono- 
glycerides play an important part in haemolysis in vivo as their maximum 
haemolytic activity is less than that of the soaps of the corresponding 
fatty acids and the a,/-dimethyl fatty acids. 

3 Dargestellt nach E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 28, 1167 [1895]; 
53, 1621 [1920]. 

4 Org. Syntheses 25, 58 [1945]. 

5 E. Fischer, M. Bergmann u. H. Barwind, Ber. dtsch. chem. Ges. 
53, 1589, 1606 [1920]. 

6 L. J. Filer, S. S. Sidhu, B. F. Daubert u. H. FE. Longenecker, J. 
Amer. chem. Soc. 66, 1333 [1944]; 67, 2085 [1945]; 68, 167 [1946}. 
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Zur Kenntnis der alkalischen Darmphosphatase 
Von 
Plato Portmann 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Fribourg (Schweiz), 
Direktor: Prof. Dr. W. Schuler 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juli 1957) 


Ein Jahr nach der Entdeckung eines Phosphorsiureester spaltenden 
Fermentes in der Reiskleie durch Suzuki et al.1 wurde 1908 die An- 
wesenheit der alkalischen Phosphatase in tierischen Organen von 
McCollum und Hart? festgestellt. Drei Jahre spiaiter wiesen Levene 
und Medigreceanu® erstmals ihr Vorkommen in der Darmschleimhaut 
nach, was in den folgenden Jahren von Grosser und Husler‘, von 
Plimmer® und von v. Euler et al.®’ bestatigt wurde. Daneben zeigten 
diese und viele spitere Autoren’-!°, daB die alkalische Phosphatase in 
praktisch allen Organen des tierischen K6rpers vorkommt und dab 
neben der Schleimhaut des Darmes besonders die Nieren und die Knochen 
fermentreich sind. 

Diese auffallend starke Verbreitung der Phosphatase im Tierkérper 
und ihre Teilnahme an vielen wichtigen Stoffwechselgeschehen, von 
denen hier nur die Resorption der Zucker im Darm, der Auf- und Abbau 
der Kohlenhydrate in den Organen, die Riickresorption der Glucose in 
der Niere und die Knochenbildung erwahnt seien, hat schon wenige 
Jahre nach ihrer Entdeckung zu zahlreichen Versuchen gefiihrt, dieses 
Ferment rein herzustellen. Wiahrend friiher Knochen und besonders die 
Nieren als Ausgangsprodukt gewahlt wurden, wandten sich die meisten 
Autoren in den letzten Jahren dem Studium der Darmphosphatase zu, 
weil die} Darmschleimhaut ihres Phosphatasereichtums wegen bessere 
Aussichten fiir eine erfolgreiche Herstellung des Reinfermentes boten. 


1U. Suzuki, K. Yoshimura u. M. Takaishi, Tokyo Imp. Coll. Agric. 
Bull. 7, 503 [1907]. 

2 E. V. McCollum u. E. B. Hart, J. biol. Chemistry 4, 497 [1908]. 

3 Pp. A. Levene u. F. Medigreceanu., J. biol. Chemistry 9, 65 [1912]. 

4 P. Grosser u. J. Husler, Biochem. Z. 39, 1 [112]. 

5 H. A. Plimmer, Biochem. J. 7, 43 [1913]. 

6 H. v. Euler u. Y. Funke, diese Z. 77, 488 [1912]. 

7H. v. Euler, E. Thorin u. D. Johansson, diese Z. 79, 375 [1912]. 

8 Besonders H. D. Kay, Biochem. J. 22, 855 [1928]. 

9 H. D. Kay, Physiol. Rev. 12, 384 [1932]. 

1° M. G. Macfarlane, L. M. B. Patterson u. R. Robison, Biochem. J. 28, 
720 [1934]. 
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Roche und Bouchilloux” erhielten 1950 nach mehrjahrigen Vor- 
arbeiten aus Hundedarmschleimhaut ein Praparat von 30000 spezi- 
fischen Phosphataseeinheiten (PE), d. h. eine Phosphatase, die 30000 y 
Phosphor aus /-Glycerophosphat pro mg Eiweib-Stickstoff und pro 
Minute bei 38° in Freiheit setzt. Daraus stellten die gleichen Autoren! 
durch papierelektrophoretische Reinigung 1953 eine Phosphatase von 
45000 PE her und schiitzten die Aktivitiit des reinen Fermentes auf 
Grund des beobachteten elektrophoretischen Reinheitsgrades auf un- 
gefahr 54300 PE. Zu einem Praparat dieser Aktivitit (57000 PE) ge- 
langten ein Jahr spiiter Schramm und Armbruster™, Sie hatten aus 
der Schleimhaut von Kiilberdiinndirmen auf teilweise neuem Wege eine 
Phosphatase erhalten, die sie durch Elektrophorese bei verschiedenen 
Pu-Werten als einheitliches Protein charakterisieren konnten. Daraus 
und aus der Tatsache, daB sie zu einem Priparat héherer Aktivitat 
gelangt waren, als Roche und Bouchilloux" vorausberechnet hatten, 
schlossen sie, erstmals die reine Phosphatase isoliert zu haben. Die Ein- 
heitlichkeit ihres Praparates war aber nach ihrer eigenen Meinung nicht 
ganz gesichert, da in ihren Fermentlésungen zwei verschiedene EiweiB- 
fraktionen durch die Ultrazentrifuge nachgewiesen werden konnten. DaB 
ihre Phosphatase wirklich nicht rein war, ergab sich aus einer im gleichen 
Jahre erschienenen Arbeit von Morton", der aus isolierten Mikrosomen 
eines Schleimhauthomogenisates von Kalberdiinndirmen eine Phospha- 
tase von viel hoherer Aktivitaét (83500 PE) darstellte. Die Isolierung 
der Mikrosomen, in denen sich der gréBte Teil des Phosphatasegehaltes 
der Zellen befindet, hielt er fiir eine unbedingte Voraussetzung, um zu 
Praiparaten von mehr als 40000 PE zu gelangen, weil er mit seiner 
eigenen Methodik aus Extrakten der Gesamtschleimhaut nur zu einer 
Phosphatase dieser Aktivitit gelangen konnte. Das Priparat von 83500 
sah Morton als reine alkalische Darmphosphatase an, weil er trotz viel- 
facher weiterer Reinigungsversuche nicht zu héheren Aktivititen gelangen 
konnte, weil sein Phosphatasepraparat keine andern Fermentwirkungen 
aufwies als die Spaltung von Monophosphorsiureestern und weil es ein 
elektrophoretisch reines EiweiB darstellte. Damit schien die seit un- 
gefahr 30 Jahren angestrebte Reinherstellung der alkalischen Phospha- 
tase erreicht und der Weg zu einem weiteren Studium dieses Fermentes 

offen. 

Andere Arbeiten hatten die Aktivierbarkeit der Phosphatase durch 
zweiwertige Metallionen zum Gegenstand. Erdtmann!®!® veranlaBte 
diese Untersuchungen dadurch, daB er einen in Organextrakten feststell- 
baren Aktivator der Phosphatase als Magnesiumion charakterisieren 


u J. Roche u. 8. Bouchilloux, Bull. Soc. Chim. biol. 32, 732 [1950]. 
2 J. Roche u. 8. Bouchilloux, Bull. Soc. Chim. biol. 35, 567 [1953]. 
13 G. Schramm u. O. Armbruster, Z. Naturforsch. 9b, 114 [1954]. 
14 R. K. Morton, Biochem. J. 57, 595 [1954]. 

15 H. Erdtmann, diese Z. 172, 182 [1927]. 

16 H. Erdtmann, diese Z. 177, 211, 231 [1928]. 
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und in Form von Magnesiumsulfat rein isolieren konnte. Spater unter- 
suchten Jenner und Kay?’ die quantitative Abhangigkeit dieser Akti- 
vierung von genau bekannten molaren Magnesiumsalzkonzentrationen 
und stellten fest, daB die Aktivierungskurve mit steigender Magnesium- 
ionenkonzentration ansteigt, bei 0,001- bis 0,01-molaren Lésungen ein 
flaches Maximum durchliuft und bei héhern Konzentrationen wieder 
absinkt. Der abfallende Ast der Kurve zeigt die zunehmende Hemmung 
der Phosphatasewirkung durch héhere Magnesiumkonzentration. 

Fiir lingere Zeit galt das Magnesiumion als einziger und spezifischer 
Aktivator der alkalischen Phosphatase, und verschiedene Theorien wur- 
den aufgestellt, um seine Wirkung zu erklaren. Nach einer ersten Auf- 
fassung soll das Magnesiumion die Phosphatase stabilisieren, nach einer 
zweiten die Phosphathemmung aufheben und nach einer dritten das 
Substrat aktivieren. Viele in den letzten 15 Jahren bekannt gewordene 
Tatsachen erschwerten eine eindeutige Entscheidung unter diesen ver- 
schiedenen Méglichkeiten. Die Spezifitat des Magnesiums wurde in Frage 
gestellt durch die Feststellung von Bamann?!*!9, daB zweiwertige 
Manganionen, und von Massart und Vandendriessche”®, daB Kobalt- 
und Nickelionen dem Magnesium ebenbiirtige Phosphataseaktivatoren 
sind. Weiter wurde von Hove et al.”! gefunden, da Eisen- und Zink- 
ionen die Phosphatase hemmen, sie aber in Gegenwart von Aminosauren 
aktivieren. Auch iiber das Ausma® der Aktivierung durch die verschie- 
denen Ionen kam keine einheitliche Auffassung zustande, weil ver- 
schiedene Autoren 22-25 wohl eine Aktivierung durch Mangan-, Kobalt- 
und Nickelionen nachweisen konnten, diese aber der Magnesiumakti- 
vierung deutlich unterlegen fanden. Roche?® stellte eine gewisse Rang- 
ordnung der Aktivatoren auf, in der Magnesium an erster Stelle steht, 
gefolgt von Mangan, Calcium, Zink und zweiwertigem Eisen, die in 
yegenwart von Alanin die Phosphatase stark, wenn auch etwas weniger 
als Magnesium, aktivieren. Das Eisen als schwichster Aktivator der an- 
gefiihrten Reihe zeigt ungefahr noch 60°, der Magnesiumwirkung. Diese 
Resultate gelten aber nur dann, wenn das dialvsierte Ferment wahrend 
2 Stdn. bei 37° mit Alanin inkubiert und das betreffende Metallsalz 
erst nach dieser Vorbehandlung zugefiigt wurde. Gerade die Feststellung, 
daB Metallionen in Gegenwart von Aminosiuren stirker aktivieren und 
daB die lange dialysierte Phosphatase weder durch Magnesium- noch 


17H. D. Jenner u. H. D. Kay, J. biol. Chemistry 93, 733 [1931]. 
18 —. Bamann, Naturwissenschaften 28, 142 [1940]. 
19 E. Bamann u. E. Heumiiller, Naturwissenschaften 28, 535 [1940]. 
20 L. Massart u. L. Vandendriessche, Naturwissenschaften 28, 143 [1940]. 
21 E. Hove, C. A. Elvehjem u. E. B. Hart, J. biol. Chemistry 134, 425 
[1940]. 
R. Cloetens, Biochem. Z. 307, 352 [1941]. 
R. Cloetens, Biochem. Z. 308, 37 [1941].4 
24 R. Cloetens, Biochem. Z. 310, 42 [1041.4 
L. Massart u. R. Dufait, diese Z. 272, 157 [1942]. 
J. Roche, Helv. chim. Acta 29, 1253 [1946]. 
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durch andere Metallsalze allein, sondern nur in Verbindung mit Amino- 
siuren reaktivierbar ist?**1, zeigt, wie wenig man vom eigentlichen 
Mechanismus der Metallaktivierung weil. 

Yin weiteres Problem von allgemeiner Bedeutung war die Frage, 
ob die Phosphatase ein Coferment besitzt oder nicht. Alle bekannten 
Hydrolasen, so auch die Phosphatase, sind reine EiweiBstoffe, im Gegen- 
satz zu den Desmolasen, die, soweit bekannt, immer aus einer prosthe- 
tischen Gruppe und einem Protein bestehen. Albers*® behauptete da- 
gegen, es sei ihm gelungen, eine prosthetische Gruppe bei der Phospha- 
tase dadurch nachzuweisen, daB er das Coferment der Hefenphosphatase 
auf das durch Dialyse cofermentfrei erhaltene Apoferment der Nieren- 
phosphatase tibertragen konnte und dadurch letztere zu reaktivieren ver- 
mochte. Dieser Befund wurde AnlaB fiir viele Untersuchungen zur Ab- 
klirung der Natur dieses Cofermentes, wobei man hoffte, einen bessern 
Einblick in die Wirkungsweise der Hydrolasen im allgemeinen gewinnen 
zu kénnen. Mehrere Autoren haben denn auch verschiedene Cofermente 
der Phosphatase gefunden: 

Abdul-Fad] und King?® gaben an, es handle sich um eine orga- 
nische, wahrscheinlich stickstoffhaltige Substanz, Thoai et al.®° schrie- 
ben dem Alanin, Ek et al.*! einem Peptid! und Akamatsu et al.®?-38 
dem Histidin oder einem Histidyl-Peptid die Rolle eines Phosphatase- 
cofermentes zu. Nach Kutscher und Sieg* soll dagegen vielmehr 
Cholin-Pyrophosphat, nach Lora Tamayo et al.*°-8? ein Diphospho- 
nucleotid oder die Uridylsaure dafiir in Frage kommen. Allein die Viel- 
falt der ,,aufgefundenen‘‘ Cofermente war erstaunlich und deutete darauf 
hin, daB es noch an einer scharfen Unterscheidungsméglichkeit fehlt 
zwischen Stoffen, die einerseits als Aktivatoren, andererseits als Cofer- 
mente zu bezeichnen sind. Eine wichtige Voraussetzung zur Abklaérung 
dieser Frage ist sicher die Verwendung mdéglichst reiner Fermentpriapa- 
rate fiir diese Untersuchungen, damit nicht Begleitstoffe mit aktivie- 
render Wirkung die Resultate falschen kénnen. Deshalb haben Roche 
et al.!*, Schramm et al.42 und Morton", welche die bisher reinsten 
Phosphatasepriparate hergestellt haben, dieser Frage erneute Aufmerk- 
samkeit geschenkt und festgestellt, daB in ihren Praéparaten weder durch 


27 Nguyen-van Thoai, J. Roche u. M. Roger, C. R. hebd. Séances Acad. 
Sci. 222, 246 [1946]. 

*8 HH. Albers, E. Beyer, A. Bohnenkamp u. G. Miiller, Ber. dtsch. chem. 
Ges. 71, 1913 [1938]. 

29 M. A. M. Abdul-Fadl u. E. J. King, Biochem. J. 44, 435 [1949]. 

30 J. Nguen-van Thoai, E. J. Roche u. M. Roger, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 1, 61 [1947]. 

31 B. Ek, H. v. Euler u. L. Hahn, Ark. Kem. 1, 117 [1949]. 

32.8. Akamatsu u. Y. Aso, Enzymologia [Den Haag] 16, 231 [1953]. 

33S. Akamatsu u. K. Kobayashi, Enzymologia [Den Haag] 15, 154 [1952]. 

34 W.Kutscher u. H. Sieg, Naturwissenschaften 37, 451 [1950]. 

35 M. Lora-Tamayo u. A. M. Municio, Nature [London] 168, 249 [1951]. 

36 M. Loral-Tamayo u. E. F. Alvarez, Nature [London] 178, 548 [1954]. 

37 M. Lora Tamayo, Bull. Soc. Chim. biol. 38, 983 [1956]. 














Bd. 309 (1957) Zur Kenntnis der alkalischen Darmphosphatase 91 


chemische noch durch spektroskopische Analyse Anhaltspunkte fiir die 
Anwesenheit der oben erwahnten Cofermente gefunden werden kénnen. 
Die biologische Bedeutung der Phosphatasen und die vielfaltigen 
Probleme allgemeiner Art, deren Abklirung man aus einer genauen 
Untersuchung dieses Fermentes erwarten darf, rechtfertigten eine Wie- 
deraufnahme des Phosphatasestudiums; denn, wie aus dieser Ubersicht 
hervorgeht, konnte trotz der in den letzten Jahren erzielten Fortschritte 
keine der erwahnten Fragen als endgiiltig gelést angesehen werden. 


I. Die Metallaktivierbarkeit der alkalischen 
Darmphosphatase 


Unsere 1952 mit neuer Methodik aufgenommenen Untersuchungen 
hatten das Ziel, experimentell nachzuweisen, ob dem Fermenteiweif als 
solehem nach Entfernen aller Metallionen ohne Denaturierung des Fer- 
mentproteins eine gewisse Restaktivitét zukommt und ob das Magne- 
siumion eine so eindeutige Vorzugsstellung unter den Aktivatoren besitzt, 
da es als natiirlicher Fermentbestandteil der Phosphatase aufgefaBt 
werden muB. 

Bisher wurde das Studium der Fermenteffektoren meistens auf der 
klassischen Methode der Dialyse aufgebaut, die erlaubt, niedrigmole- 
kulare, diffusible Bestandteile vom FermenteiweiB abzutrennen und dar- 
auf die Wirkung von zugesetzten Substanzen auf die Enzymaktivitit 
zu untersuchen. Der Erfolg der Dialyse ist aber an zwei Bedingungen 
gekniipft: a) Der Effektor (in unserem Falle das Metallion) muB so locker 
an das EiweiB gebunden sein, daB eine spontane und vollstindige Dis- 
soziation wiihrend der Dialyse méglich ist; denn nur die vom Kolloid 
losgelésten niedrigmolekularen Bestandteile k6nnen durch die Membran 
diffundieren. b) Die Stabilitét des FermenteiweiBes muB geniigend groB 
sein, um eine vollstandige Dialyse ohne Denaturierung des Apoenzyms 
zu gestatten. 

Fiir die Phosphatase sind aber beide Bedingungen nicht vollstindig 
erfiillt. Wéahrend ein Teil der aktivierenden Metallionen rasch durch 
Dialyse entfernt werden kann, ohne daB die Fermentaktivitat stark 
vermindert wird, leistet der iibrige Teil der Metallsalze einer Entfernung 
bedeutend gr6éBeren Widerstand, so daB Roche?® und Nguyen-van 
Thoai et al.3° Dialysenzeiten von 15—20 Tagen bei 37° anwenden 
muBten, um die Aktivitét unter 10°, des Ausgangswertes absinken zu 
lassen. Auch unter diesen extremen Bedingungen wurde u. W., wenn 
iiberhaupt, nur in Einzelfillen eine véllige Inaktivierung durch die Dia- 
lyse erreicht, und die Phosphatasepriiparate waren auch dann nicht 
aschefrei, sondern enthielten immer noch kleine Mengen Magnesium 
und Zink’, Diese Befunde wiirden an sich die Annahme erlauben, daB 
die Phosphataseaktivitat unbedingt an die Anwesenheit von Metallsalzen 


38 J. Roche, S. Bouchilloux u. M. Vaudable-Roger, Bull. Soc. Chim. 
biol. 82, 30 [1950]. 
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gebunden ist, wenn die lange dialysierte Phosphatase durch einfache 
Magnesiumsalzzugabe v6éllig reaktiviert werden kénnte. Dies ist aber 
nicht méglich. Der Zusatz von Magnesiumsalzen reaktiviert das wihrend 
drei Wochen dialysierte Ferment nicht oder héchstens bis auf 30°, der 
Ausgangsaktivitaét. Damit ist die Bedingung b) nicht erfiillt, weil die 
Phosphatase wahrend der langen Dialyse offenbar reversibel oder irre- 
versibel denaturiert wird und diese Denaturierung in nicht bestimmbarer 
Weise Anteil an der Abnahme der Fermentaktivitat hat. Es ist Roche*® 
allerdings gelungen, die dialysierte Phosphatase durch Inkubation mit 
Aminosauren und nachtraglicher Metallsalzzugabe vollig zu reaktivieren 
und damit zu zeigen, daB das Ferment eine nur reversible Denaturierung 
erlitt. Es bleibt aber dennoch eine gewisse Unsicherheit in der Deutung 
dieser experimentellen Ergebnisse bestehen, weil sie die Frage offen 
lassen, in welchem AusmaBe die durch die Dialyse hervorgerufene Inakti- 
vierung durch die Wegnahme von Metallionen allein oder von Metall- 
salzen und einem weiteren zur Aktivitaét nétigen Faktor oder endlich 
durch die reversible Denaturierung des FermenteiweiBes bedingt ist. Wir 
versuchten deshalb zu einer Abklarung dieser Fragen zu gelangen, ohne 
die Dialyse verwenden zu miissen. 

Wir gingen von der Voraussetzung aus, daB die Metallionen ent- 
weder an das EnzymeiweiB gebunden oder ionisiert in der Ferment- 
l6sung vorliegen miissen, um die Phosphatase aktivieren zu kénnen. Es 
schien deshalb méglich, die Metallionenwirkung dadurch auszuschalten, 
daB man sie in méglichst stabile Komplexe iiberfiihrt. Die Anforderun- 
gen, die an den zu verwendenden Komplexbildner gestellt werden muBten, 
waren: 1. keine Gruppen zu enthalten, die eine Denaturierung des Fer- 
menteiweiBes bewirken kénnten, 2. nur mit Metallionen in Reaktion 
zu treten und diese in so stabile Komplexe iiberzufiihren, daB sowohl 
die frei in der Lésung anwesenden als auch alle enzymgebundenen Metall- 
ionen in nicht dissoziierbare Komplexe verwandelt wiirden. Durch die 
Arbeiten von Schwarzenbach und seiner Mitarbeiter wurden in den 
letzten Jahren viele ausgezeichnete Komplexbildner gerade fir die zwei- 
wertigen Metallionen, die Phosphataseaktivatoren sind, bekannt. Unter 
diesen bot das unter dem Namen Komplexon III kéaufliche Dinatrium- 
salz der Athylenydiamin-tetraessigsiure®® die gré8te Aussicht, den ge- 
stellten Anforderungen zu geniigen, da es mit Magnesium-, Calcium-, 
Kobalt-, Zink- und Manganionen auBerst wenig dissoziierte Komplexe 
bildet, als Salz leicht wasserléslich ist und — wie Vorversuche zeigten — 
Proteine nicht ausfallt, sie also zum mindesten nicht in staérkerem MaBe 
beeinfluBt. 

Wir untersuchten zuerst die Anderung der Phosphataseaktivitat in 
Abhiangigkeit verschieden groBer Komplexon-III-Zusitze. Dabei wurden 
die Fermentlésungen durch Natriumhydrogencarbonat gepuffert, um die 


388 G. Schwarzenbach u. H. Ackermann, Helv. chim. Acta 30, 1798 
[1947]. 
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denaturierende Wirkung der H-Ionen auszuschalten, die bei der Kom- 
plexbildung nach der Gleichung: 


Na0,C CO,Na Na0,( CO,Na 
CH, OH, CH, CH, 
Me? +4. HN®-CH, CH,°NH == 2H + N—CH,—CH,—N 
CH, CH, ee 
20C re C002 COO Me 000 


in Freiheit gesetzt werden. Die verwendeten Fermente waren partielli 
durch fraktionierte Alkoholfallung gereinigte Phosphatasepraparate aus 
Diinndarmschleimhaut von Ratte, Rind und Schwein, deren Reinheits- 
grad bei einer spezifischen Aktivitaét von 2000—4000 PE ungefahr das 
20-—40fache des Rohextraktes betrug. Die in Abb. 1 wiedergegebenen 





Abb. 1. Inaktivierung der alka- 
lischen Darmphosphatase (Ratten 
, Rinder - - -, Schweine ------- | 
durch Komplexon III. Ordinate: 
Aktivitét in %, Abszisse: nega- 
tiver Logarithmus der molaren 
Komplexonkonzentration. 
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Resultate dieser Versuche zeigen, daB die Phosphataseaktivitat durch 
10-4 bis 10-*-molare Komplexonkonzentrationen auf 0—2°% des Aus- 
gangswertes herabgesetzt wird. Im Gegensatz zur Dialyse erfolgt die 
praktisch vollige Inaktivierung des Fermentes innerhalb von Minuten. 
Vergleicht man die Ergebnisse fiir die Priiparate der drei Tierarten unter- 
einander, so findet man eine unerwartete und interessante Verschieden- 
heit im Verhalten der drei Enzyme. Wiahrend das Rattenferment 
bereits bei einer molaren Konzentration von 10-4 eine innerhalb der 
MeBgenauigkeit vollstindige Inaktivierung erleidet, ist fiir die anderen 
beiden Enzyme eine ungefahr 10-fach héhere Konzentration nétig, um 
die gleiche Hemmung zu erzielen. Auch der Kurvenverlauf ist verschie- 
den: Am steilsten fallt die Aktivititskurve beim Rattenferment ab, 
flacher jene des Rinder- und Schweineenzyms, und besonders letztere ist 
zugleich nach rechts gegen die héheren Komplexonkonzentrationen 
verschoben. 
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Die Anwendbarkeit des Komplexons [II fir ein erfolgreiches Stu- 
dium der Metallaktivierung war aber durch die Feststellung einer raschen 
und ginzlichen Inaktivierung der Phosphatase noch nicht entschieden. 
Erst die Méglichkeit einer vollstaéndigen Reaktivierung des durch den 
Komplexbildner inaktivierten Fermentes konnte geniigend Kriterium 
sein, ob die Athylendiamin-tetraessigsiure keine direkte denaturierende 
Wirkung auf das Fermenteiweif ausiibt. 

Es war notig, die Reaktivierung der gleichen Fermentpraparate nach 
Komplexoneinwirkung quantitativ zu untersuchen und sie mit der Akti- 
vierung der nicht inaktivierten Phosphatase durch dieselben Metallsalze 
zu vergleichen. 


a) Aktivierung von nicht inaktivierter Phosphatase 
durch Metallsalze 

Das Rattenferment spricht weitaus am starksten auf die Metallsalz- 
zugabe an und erreicht — die Ausgangsaktivitat gleich 100°, gesetzt — 
235°, bei optimaler Konzentration an Mangansulfat, 220°, bei Kobalt- 
chlorid und 215°, bei Magnesiumsulfat. Die Aktivititssteigerung durch 
Mn?°, Co®® und Mg” betraigt demnach + 135°,, + 120°, und + 115%. 
Die dazu nétigen molaren Salzkonzentrationen sind fiir die drei Metalle 
verschieden und betragen 3-10-% fiir Mangan und Kobalt und 3-10-* 
fiir Magnesium. 

Bedeutend weniger wurden die Schweine- und besonders die Rinder- 
phosphatase aktiviert. Bei ersterer betrug die Aktivititssteigerung nach 
Zugabe von 1,5-10-? Mol Magnesiumsulfat, 3-10~4 Mol Kobaltchlorid und 





1,5—3-10-4 Mol Mangansulfat respektive -- 32°%, + 28° und + 20%, 
bei letzterer war die Aktivitaétszunahme ++ 20°, bei Kobalt (5-10-4* Mol), 
+ 16°64 bei Mangan (5-10-% Mol) und nur 15°, bei Magnesium 


(1-10-2 Mol). 

Noch aufschluBreicher fiir die verschiedene Beeinflussung der drei 
Enzympraparate durch Metallsalze ist ihr Verhalten gegeniiber Zink- 
sulfat. Das Rattenenzym wird zwischen einer molaren Konzentration 
von 10-5—10-3 schwach gehemmt, bei 3-10-° auf + 25 aktiviert, die 
Schweinephosphatase bei 10~® leicht, bei 10-° stark und bei 10-4 prak- 
tisch vollkommen gehemmt. Dasselbe Verhalten zeigt auch die Rinder- 
phosphatase, doch ist die Hemmung bei entsprechender Konzentration 
etwas geringer als beim Schweineenzym. Den Verlauf der Kurven zeigt 
Abb. 2. Besonders hingewiesen sei darauf, dafi die Magnesiumionen nur 
in einem Falle, der Phosphatase aus Schweinediinndarm, die gréBte Akti- 
vitatssteigerung hervorrufen, beim Rattenferment dagegen die Mangan- 
ionen und beim Rinderenzym die Kobaltionen. Bei allen drei Ferment- 
praiparaten war die fiir eine optimale Aktivierung nétige Magnesiumsalz- 
konzentration 10—85mal gr6Ber als jene der andern untersuchten Metall- 
salze. 
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Abb. 3. Reaktivierung der mit Komplexon inaktivierten Ratten- (a), Schweine- (b) 
und Rinderdarmphosphatase (c) durch Metallsalze. Kurvenzuordnung und Ordi- 
naten wie in Abb. 2 


b) Reaktivierung von inaktivierter Phosphatase 
durch Metallsalze 


Wie Abb. 3 zeigt, werden die gleichen Phosphatasepriparate nach 
Inaktivierung durch Komplexon IIL in jedem Falle durch einfache 
Metallsalzzugabe reaktiviert. Auch tritt, mindestens beim Ratten- und 
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Rinderferment, bei héheren Metallionenkonzentrationen eine tiber die 
Anfangsaktivitat hinausgehende Aktivierung auf, die aber etwas kleiner 
ist als jene des nicht mit Komplexon inaktivierten Enzyms. Auch bei 
der Reaktivierung beeinfluBt das Zinksulfat die drei Fermentpriparate 
verschiedenartig: Es reaktiviert die Rattenphosphatase vollstindig und 
hemmt die Rinder- und Schweinephosphatase, doch tritt bei einer Kon- 
zentration in beiden Fallen eine partielle Reaktivierung auf. 

Die vollstandige Reaktivierung der Phosphatase nach Komplexon- 
behandlung ist zeitabhingig und nur dann méglich, wenn man das 
Metallsalz innerhalb von 15 bis héchstens 30 Min. nach Beginn der Kom- 
plexonwirkung zugibt. Erfolgt der Zusatz erst nach einer Stunde, so 
wird das Ferment nur noch teilweise reaktiviert, nach 24 Stdn. zeigen 
die Metallionen keine reaktivierende Wirkung mehr. Dies gilt nur dann, 
wenn eine vollstindige Inaktivierung der Phosphatase durch eine ge- 
nigend hohe Komplexonkonzentration erreicht wurde. Nach partieller 
Inaktivierung durch geringere Konzentration bleibt dagegen die Méglich- 
keit einer vollen Reaktivierung tiber liangere Zeit bestehen. Es wire 
denkbar, daB eine Inkubation der vollig inaktivierten Phosphatase mit 
Aminosauren in Analogie zu den Versuchen von Roche et al. ?&?7 die 
Reaktivierbarkeit auch nach 24 Stdn. erméglichen wiirde; doch wurden 
bisher keine Versuche zur Abklarung dieser Frage unternommen. 


Diskussion der Ergebnisse 


Aus den mitgeteilten Resultaten geht hervor, daB teilweise ge- 
reinigte Praparate alkalischer Diinndarmphosphatase von Ratte, Rind 
und Schwein durch Komplexon III praktisch vollstandig und augen- 
blicklich inaktiviert werden k6énnen. Die Zugabe von Magnesium., 
Mangan- und Kobaltsalzen stellt die urspriingliche Aktivitat wieder her, 
ohne daf Kunstgriffe schwer deutbarer Wirkung, wie die Inkubation 
mit Aminosauren bei pg 8,8, notig sind. Abb. 1 zeigt weiter, daB kleine, 
10~-® bis 10-°-molare Komplexonkonzentrationendie Rinder- undSchweine- 
phosphatase mindestens nicht inaktivieren, die Rattenphosphatase sogar 
aktivieren. Nimmt man mit Schramm und Armbruster® als Mole- 
kulargewicht der Phosphatase etwa 60000 an, so ist in diesem Falle das 
molare Verhaltnis: PraparateiweiB- zu Komplexonkonzentration immer- 
hin noch 20: 1 baw. 2: 1. Das Fehlen einer Phosphatasehemmung durch 
so groBe Komplexonkonzentrationen darf neben der vollen Reaktivier- 
barkeit der durch héhere Komplexonkonzentrationen inaktivierten Phos- 
phatase als Beweis dafiir angesehen werden, daB dic Athylendiamin- 
tetraessigsiure die Inaktivierung der Phosphatase nicht durch eine De- 
naturierung oder Veranderung des FermenteiweiBes selbst hervorruft, 
sondern allein durch die Wegnahme der in der Fermentlésung anwe- 
senden und der an das Enzymprotein gebundenen Metallionen. Dies steht 
auch im Einklang mit der bisher allein bekannt gewordenen Reaktions- 
méglichkeit des Komplexons IIT, die sich auf eine Komplexbildung mit 
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hauptsichlich 2- und 3-wertigen Metallionen beschrinkt. DaB die Reakti- 
vierbarkeit der metallfreien Phosphatase nach einiger Zeit verlorengeht, 
darf nicht als Gegenbeweis geltend gemacht werden, da sich dies zwang- 
los als sekundiare Denaturierung des seiner Metallionen beraubten und 
dadurch instabil gewordenen FermenteiweiBes erklaren lit. Die in der 
Einleitung erwaihnte Tatsache, daB die Entfernung der Metallionen durch 
die Dialyse zweizeitig vor sich geht: Rasche Dialyse der in Lésung frei 
anwesenden Ionen ohne wesentliche Aktivititsabnahme und auBerst 
langsame Diffusion des tibrigen Teils der vorhandenen Metallionen unter 
stetigem Aktivitatsabfall, ohne daB vollig metallfreie Praparate durch 
die Dialyse erhalten worden sind, zwingt zur Annahme, daB die zwei- 
wertigen Metallionen als Strukturelement festhaftend in das Ferment- 
eiweiB eingebaut sind. DaB die Wegnahme dieser Metallionen eine sekun- 
dire Instabilitét des auf diese Weise strukturell veriinderten Enzym- 
eiweiBes mit sich bringen kann, liegt auf der Hand. Diese nicht im eigent- 
lichen Sinne komplexonbedingte Nebenwirkung tritt, wie man aus den 
Angaben der Literatur wahrscheinlich machen kann, auch bei liangerer 
Dialyse ein. So erwahnt D. Albers’, daB teilweise auf héchstens 
60—70°% der Ausgangsaktivitat dialysierte Phosphatase voll reaktivier- 
bar ist, daB dagegen das durch 7-tiigige Elektrodialyse vollig inaktivierte 
Ferment durch Magnesiumionen nicht mehr reaktiviert werden kann. 
Nguyen-van Thoai et al.8° geben an, daf eine waihrend 20 Tagen 
bei 37° dialysierte Phosphatase sofort durch Aminoséuren und Magne- 
siumsalze reaktiviert werden mu8; denn 24 Stdn. spiiter sei sie irrever- 
sibel denaturiert und kénne nicht mehr reaktiviert werden. Dieselben 
Autoren diskutieren als wahrscheinlichsten Reaktionsmechanismus des 
Alanins, das wihrend einer 2stdg. Inkubation die lange dialysierte Phos- 
phatase einer Reaktivierung durch Metallsalze wieder zuginglich macht, 
wie folgt: Das FermenteiweiB verliert durch vorerst reversible Denatu- 
rierung wahrend der langen Dialyse die Fahigkeit, Metallionen zu binden. 
Das Alanin bewirkt, daB die metallbindenden Eiweifgruppen wieder frei 
und reaktionsfihig werden. Nach dieser Auffassung vermittelt also das 
Alanin den Wiedereintritt der Metallionen als Strukturelement in das 


Phosphataseeiweif. 

Der Vorteil des Komplexons gegeniiber der Dialyse besteht also 
darin, da die Wegnahme der Metallionen rasch und vollstiandig erfolgt, 
so daB die kurze Zeitspanne, wihrend der das metallfreie Phosphatase- 
eiwei8 stabil und durch einfache Metallsalze reaktivierbar bleibt, fiir 
das Studium der Aktivierung durch verschiedene Metallionen ausgeniitzt 
werden kann. 

Aus diesen Uberlegungen muB demnach geschlossen werden, daB 
dem metallfreien Phosphataseeiwei8 keine Aktivitaéit zukommt, daB die 
zweiwertigen Metallionen fiir die Fermentaktivitat unbedingt nétig 
sind und daB sie eine ausschlaggebende Rolle fiir die Stabilitaét des Phos- 


4) PD. Albers, diese Z. 261, 269 [1939]. 
Hoppe-Scylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 309 
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phataseproteins spielen; denn die der Metallionen beraubten EiweiB- 
gruppen erleiden sekundire Veranderungen, die zur Denaturierung des 
Fermentes fiihren. Die Frage, ob das Magnesiumion als natiirlicher 
Metallaktivator der Phosphatase aufzufassen sei, kann nicht eindeutig 
beantwortet werden. Auf jeden .Fall geht aus den beschriebenen Er- 
gebnissen mit Sicherheit hervor, da den Magnesiumionen weder bei 
der Aktivierung noch bei der Reaktivierung eine Vorzugsstellung zu- 
kommt, sondern, daB sich mindestens Co*°, Mn?° und Mg*® gleichwertig 
vertreten k6énnen. 

Die Metallaktivierbarkeit der alkalischen Phosphatase ist aber auch 
von der Herkunft des Praiparates abhingig; denn die Darmphosphatase 
der drei untersuchten Tierarten wurde unter den gleichen Bedingungen 
durch dieselben Metallionen in sehr verschiedenem Grade aktiviert. 
Dieser Unterschied kénnte einmal bedingt sein durch eine verschiedene 
Haftfestigkeit der Metallionen an die drei EiweiBarten, die bei einer 
Reinigung durch fraktionierte Fallung zu einem verschiedenen Metall- 
gehalt der Fermentpraparate selbst fiihren miiBte. Die nachtriglich 
zugesetzten Metallsalze kénnten dann je nach vorliegendem Sattigungs- 
grad eine gréBere oder kleinere Wirkung ausiiben. Es ware aber auch 
denkbar, da die Gesamtzahl der metallbindenden EiweiBgruppen bei 
den drei Tierarten verschieden grof wiire, so daB die Metallionen in 
groBerer oder geringerer Anzahl an der Aktivierung teilnehmen kénnten. 
Diese Fragen konnten mit den vorliegenden Praparaten nicht abgeklart 
werden, da diese Untersuchungen den Einsatz méglichst reiner Phos- 
phatasepraparate bedingt. Feststeht aber, daB sich die alkalische Ratten- 
darmphosphatase fiir ein weiteres Studium der Metallaktivierung be- 
sonders eignen wiirde. 


II. Herstellung gereinigter alkalischer Phosphatase 
aus Kalberdiinndirmen* 


Die Resultate, die wir bei unseren Untersuchungen iiber die Metall- 
aktivierung teilweise gereinigter Phosphatase erhalten hatten, konnten 
nicht ganz befriedigen, weil dabei die nur schwer genau erfaBbare Wir- 
kung der Begleitproteine nicht ausgeschaltet werden konnte. Auch auf 
dringend wiinschbare analytische Grundlagen iiber den Metallgehalt der 
untersuchten Phosphatasepriiparate muBte verzichtet werden; denn 
diese Bestimmung hitte auf jeden Fall die Frage offen gelassen, welcher 
Teil der Metallionen an das Fermenteiweif und welcher an die Begleit- 
proteine gebunden ist. Endlich wurde besonders durch Nguyen-van 
Thoai und Raymond* die Auffassung vertreten, das AusmaB der 
Metallaktivierung sei abhingig vom Reinigungsgrad des Fermentes. 

Es mute deshalb unser nachstes Ziel sein, die Phosphatase rein 
herzustellen. Da die Rattenphosphatase durch Metallionen besonders 


41 Nguyen-van Thoai u. J. Raymond, C. R. Séances Soc. Biol. 139, 814 
[1945]. 
* Experimentell mitbearbeitet von Ch. Stéckli®*, 
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stark aktiviert wird, waren an sich Rattendirme das geeignetste Aus- 
gangsprodukt gewesen, um eine fiir diese Untersuchungen besonders 
giinstige Phosphatase herzustellen. Aus naheliegenden Griinden wurde 
aber von diesem schwer in gr6Beren Mengen zu beschaffenden Ausgangs- 
material abgesehen und Kialberdiinndirme verwendet, deren Schleim- 
haut abgeschabt und in ein Acetontrockenpulver iibergefiihrt wurde. Da 
durch das Trocknen viele Darmmucine wasserunléslich werden 42, konn- 
ten diese inaktiven und stérenden Substanzen leicht und von Anfang 
an von der léslichen Phosphatase abgetrennt werden. Die aus dem 
Trockenpulver hergestellten Schleimhautextrakte waren relativ eiweib- 
arm und dennoch sehr aktiv, weil die Phosphataseaktivitat durch die 
Acetonbehandlung keinen Schaden leidet. Durch zahlreiche Versuche 
wurden die giinstigsten Extraktionsbedingungen ermittelt, und es zeigte 
sich dabei, da sowohl die Extraktionsdauer als auch die Zahl der Aus- 
ziige einen groBen EinfluB auf die Ausbeute an geléster Phosphatase 
haben. Aber auch mehrfache Ausziige geben nicht die gewiinschten Er- 
gebnisse, wenn die an die Zellstrukturen gebundene Phosphatase nicht 
zuerst von diesen losgelést wurde. Friiher waren dazu entweder eine 
gesteuerte Autolyse * oder eine teilweise Trypsinverdauung “4 verwendet 
worden. Nach der Feststellung von Morton**, daB die Phosphatase 
durch Schiitteln der Gewebshomogenisate mit n-Butanol in freie Lésung 
gebracht werden kann, wurde dieses einfache, das Ferment in keiner 
Weise schidigende Verfahren immer mehr bevorzugt. In Bestatigung 
und Erweiterung friiherer Befunde besonders von Hers et al.4® konnte 
Morton!47 zeigen, daB 90—95°,, der Darm- und auch der Milch- 
phosphatase in den Lipoproteide enthaltenden, bei 20000 g zentrifugier- 
baren Mikrosomen anwesend sind und daB die Butanolbehandlung eine 
Lipoproteid-Phosphatase-Bindung sprengt. Diese Befunde waren alle 
mit Homogenisaten frischer Gewebe erhalten worden, und wir hatten 
nun zu untersuchen, ob sich dieses Verfahren auch fiir das Aceton- 
Schleimhauttrockenpulver eignet. In Tab. 1 sind einige typische Resul- 
tate dieser Versuche wiedergegeben, die zeigen, da die Fermentbindung 
im Trockenpulver durch die Acetonbehandlung nicht gelockert wurde 
und daB deshalb auch durch 3-fache Extraktion héchstens 60°, der 
anwesenden Phosphatase in Lésung geht. Behandelt man aber das 
Trockenpulver vorher mit Butanol, so erhoht sich der lésliche Ferment- 
anteil auf 90°. Nicht nur die Enzymausbeute, sondern auch die Stick- 
stoffverteilung zwischen Extrakt und Riickstand wird nach dieser Vor- 
behandlung bedeutend giinstiger, so daB die spezifische Aktivitaét der 


42 B. Herrmann, Dissertat., Fribourg 1954. 

43 H.u. E. Albers, diese Z. 282, 165 [1935]. 

44 G. Schmidt u. S.J. Tannhauser, J. biol. Chemistry 149, 369 [1943]. 

45 R. K. Morton, Nature [London] 166, 1092 [1950]. 

46 H.G. Hers, J. Berthet, L. Berthet u. Chr. de Duve, Bull. Soc. Chim. 
biol. 33, 21 [1951]. 

47 R. K. Morton, Biochem. J. 57, 231 [1954]. 
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Phosphataselésung auf das 4,3-fache des Schleimhauttrockenpulvers an- 
steigt. ; 
Tab. 1. Abhangigkeit der Aktivititsverteilung von der Extraktionsart 
des Aceton-Schleimhauttrockenpulvers. 
Aktivitat Stickstoff Spezif. Aktivitat* 
Extraktionsart i Riick- ; Riick- rF Riick- 
Extrakt | stand Extrakt stand Extrakt | stand 








4Stdn. mit Wasser 


extrahiert . . . 28% 64% 16% 80% 1,8 0,8 
12 Stdn. mit Was- 
ser extrahiert . . 56% 449%, 39% 58% 1,3 0,9 


3-fache (12-stdge.) 
Extraktion mit 
Wasser 2)... 62% 35%, 48%, 44%, 1.6 0.8 
3-fache (12-stdge.) 
Extraktion mit 
Wasser nach 
Butanolbehand- \ 
lung des Trocken- 
pulvers ... .| 90% 10% 2% 73% 4,3 0,2 




















* Die spezif. Aktivitiit des Trockenpulvers wird 1 gesetzt. 


Die in einem ,,Turmix‘‘ leicht und rasch durchfiihrbare Extraktion 
des Schleimhauttrockenpulvers mit n-Butanol gibt bei Wasserextraktion 
des abzentrifugierten Riickstandes demnach ebenso gute Resultate wie 
die Butanolbehandlung des Homogenisates der frischen Schleimhaut. 
Voraussetzung ist aber, daB das Schleimhautpulver nicht zu stark ge- 
trocknet wurde. Die besten Ergebnisse erhielten wir mit Trockenpulvern, 
deren Stickstoffgehalt ungefiihr 10°, betrigt. Die diesem Stickstoffwert 
entsprechende Gewichtsabnahme beim Trocknen betraigt ungefihr 75 bis 
83°. Bei sehr langem Aufbewahren des Priparates im Vakuumexsiccator 
iiber Caleiumchlorid beobachtet man Gewichtsverluste von 87—90°,, des 
verwendeten Schleimhautfrischgewichtes, verbunden mit einem Anstieg 
des Stickstoffgehaltes auf 14—15°,. Diese véllig getrockneten Pulver 
lassen sich durch Butanol nur schwer extrahieren und geben kleinere 
Fermentausbeuten. 

Wie bereits im ersten Teil der Arbeit gezeigt wurde, hat das Magne- 
siumion neben der aktivierenden auch eine stabilisierende Wirkung auf 
das PhosphataseeiweiB. Es lag deshalb nahe, die Extraktion von Anfang 
an mit Magnesiumsalz enthaltenden Losungen vorzunehmen, um einer 
Denaturierung des Fermentes vorzubeugen. Der Zusatz von Natrium- 
acetat gab den Extraktionslésungen ein alkalisches py. Dies trigt 
gleichfalls zur Stabilitat der Phosphatase bei, wie die Feststellungen von 
Albers et al.*8, die wir durch eigene Versuche bestiatigen kénnen, zeigen. 
Deshalb extrahierten wir das mit Butanol vorbehandelte Schleimhaut- 
trockenpulver mit einer Lésung, die 0,01 Mol Magnesiumacetat und 
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0,01 Mol Natriumacetat pro Liter enthielt. Wir schlossen cine Gesamt- 
fillung des Fermentes durch Athanolzusatz bis zu 65 Vol.-°/, an und 
erreichten damit zwei Vorteile: 1. Das Butanol, das sich im Extrakt 
vorfindet und das eine fraktionierte Fallung des Fermentes innerhalb 
genauer Alkoholkonzentrationen unméglich macht, wird entfernt. 
2. Gleichzeitig werden ziemlich viele, in 65 Vol.-°%, Athanol lésliche, 
inaktive Begleitproteine abgetrennt. Die Lésung der Gesamtfallung weist 
denn auch eine bedeutend hdhere spezifische Aktivitét auf als der Ex- 
trakt (vgl. Tab. 2). Der weitere Reinigungsweg war in einer fraktionierten 
Alkohol- und Acetonfallung, deren Wirksamkeit durch die Arbeiten 
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Abb. 4. Prozentuale Verteilung der Ak- 
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vieler friiherer Autoren erwiesen war, prinzipiell festgelegt. Wir ver- 
suchten aber, durch geeignete Abianderungen des Verfahrens in még- 
lichst wenigen Stufen und in guter Ausbeute zur reinen Phosphatase 
zu gelangen. Vorversuche zeigten, daB die Darmphosphatase ahnlich 
der Nierenphosphatase hauptsichlich in der Fraktion 50—65 Vol.-°,, 
Athanol ausfallt, was Albers bereits festgestellt hatte. Doch ist diese 
Fraktionierung einerseits verlustreich, da die Fallungen bis zu 50 Vol.-°%, 
viel Phosphatase enthalten, andererseits ist die Reinheitssteigerung der 
Phosphatase, die zwischen 50—65 Vol.-°;, Athanol ausfillt, gering, weil 
daneben zu viel Begleitproteine mitgefallt werden. Wir suchten daher 
einen Weg, der cine scharfere Fraktionierung, verbunden mit einer guten 
Fermentausbeute erlauben wiirde. Der Gedanke lag nahe, Magnesium- 
salze, die offenbar eine besondere Affinitaét zum PhosphataseeiweiB 
haben, zuzusetzen, in der Hoffnung, das mit Mg*®-Ionen beladene Fer- 
ment wiirde in alkoholischem Milieu ein anderes Léslichkeitsverhalten 
zeigen als die Begleitproteine. Wie Abb. 4 zeigt, tritt bei einer Alkohol- 
fraktionierung der Phosphatase in 0,5-m. Magnesiumacetat eine scharf 
begrenzte Fallung des Fermentes zwischen 60 und 70 Vol.-°(, Athanol 
ein. Diese Fraktion enthalt 94°, der Phosphataseaktivitat, aber nur 
38°, des urspriinglich vorhandenen Stickstoffs. In der Hauptfraktion 
(60—65 Vol.-°%,) erhailt man ein 4-fach reineres Phosphatasepraparat 
und eine Fermentausbeute von fast 70°. Eine noch bessere Reinigung 
erzielt man, wenn die Phosphatase aus 0,5-m.Magnesiumacetat in zwei 
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sich folgenden Alkoholfallungen fraktioniert wird: Zuerst wird praktisch , 
die gesamte Phosphatase mit etwa 30°, des anwesenden Protein- 
Stickstoffs in einer Fallung zwischen 50 und 80 Vol.-°, Athanol ge- 
sammelt. Dieser Niederschlag wird nun in 4/, des vorhergehenden Ex- 
traktvolumens gelést und daraus die Phosphatase in der Fraktion 55 
bis 75 Vol.-°/, Athanol niedergeschlagen. Die Fraktion bis 55 Vol.-°(, 
Athanol enthalt oft 15—20°, des Fermentes. Dieses kann aber leicht | 
zuriickgewonnen werden, indem man diesen Niederschlag in einem klei- 
neren Volumen auflést, die Fallung wiederholt und die Fraktion 55 
bis 75 Vol.-°, Athanol mit der entsprechenden Hauptfraktion vereinigt. 

Magnesiumacetat wurde verwendet wegen seiner relativ groBen 
Alkohol- und Acetonléslichkeit, die gestattet, salzarme EiweiBfallungen 
ohne Dialyse zu erhalten trotz der hohen Salzkonzentration der Ferment- 
losungen. Eine 0,5-m.Magnesiumacetatkonzentration scheint fiir eine 
scharfe Trennung der Darmphosphatase von ihren Begleitproteinen 
durch Alkoholfallung besonders giinstige Bedingungen zu schaffen, da 
sich die Phosphatase bei der Alkoholfraktionierung in einer 1-m.Magne- 
siumacetatlésung wieder auf mehrere Fraktionen (besonders erste und 
letzte) verteilt. 

In einer anschlieBenden fraktionierten Acetonfallung der durch die | 
zwei Alkoholfallungen vorgereinigten Phosphatase kénnen, wieder in | 
Gegenwart von 0,5 Mol Magnesiumacetat, Begleitproteine in der Fraktion 
bis zu 40 Vol.-% Aceton ohne Fermentverlust abgetrennt werden. Die 
etwas angereicherte Phosphatase fallt zwischen 40 und 60 Vol.-°,, Aceton 
aus, und in der iiberstehenden Lésung bleiben weitere inaktive Proteine | 
gelost. Zu einer feineren fraktionierten Acetonfallung innerhalb enger 
Grenzen eignet sich 0,5-m. Magnesiumacetat weniger gut. Deshalb wurde | 
der aktive Niederschlag in einem 4mal kleineren Volumen 0,01-m.Magne- | 
siumacetat gelést und daraus 4 Fraktionen gefallt: eine erste zwischen 
0 und 35 Vol.-°,, Aceton, eine zweite bei 35—40, die dritte bei 40—45 
und die letzte zwischen 45 und 50 Vol.-°,, Aceton. Praktisch die gesamte 
Phosphataseaktivitat befindet sich in der 2. und 3. Fraktion, die 20 bzw. 
60°, des Fermentes enthalten. Hie und da enthalt aber die Fallung 
zwischen 35—40 Vol.-°,, Aceton die Hauptmenge des Enzyms. Die beiden 
Niederschlige unterscheiden sich auch in bezug auf die Reinheit des 
enthaltenen Fermentes: der enzymreichere besitzt meistens eine spezi- 
fische Aktivitét von 130000—150000 PE, der andere ungefahr die 
Halfte. Deshalb wurden sie getrennt in dest. Wasser gelést und bei 
60 Vol.-°, Aceton ausgefallt. Je nach der Gesamtaktivitét und der 
Menge des Niederschlages wurden sie wieder gesondert in 3 bis un- 
gefahr 10 ccm dest. Wasser gelost. 

Eine weitere fraktionierte Alkohol- oder Acetonfallung hatte wenig 
Aussicht, eine weitere Steigerung der spezifischen Aktivitaét zu bewirken. 
Kine friiher oft angewandte Ammoniumsulfatfallung schien uns auch 
nicht vorteilhaft zu sein, da die Ammoniumionen die Phosphatase hem- 
men. Die guten Ergebnisse, die wir mit Magnesiumacetat bei der Alkohol- 
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Schematische Darstellung der Phosphatasereinigung aus Kalberdiinndarmmucosa 


Schleimhaut-Acetontrockenpulver (250 g mit ungefahr 25 g N) 
Butanolextraktion im Turmix (750 ccm), zentrifugieren, 


! 


Butanol (verworfen) 


3-fache Extraktion mit 0,01-m. Na-Acetat/Mg-Acetat 
(1500, 800, 800 cem), zentrifugieren 


Riickstand (1) 


Dreifacher Extrakt (2830 cem) (2) Riickstand (3) (verworfen) 


Gesamtfillung mit 65 Vol.-% Athanol 


Uberstehende Lésung (5) (verworfen) 
Lésen in 750 cem Wasser, Unlésliches zentrifugieren, mit 100 cem nach- 
extrahieren, Mg-Acetat zum vereinigten Extrakt bis 0,5-molar. (End- 
volumen: 910 cem) (6) 
1. fraktionierte Athanolfillung 


Niederschlag (4) 


r 
Niederschlag (7) Niederschlag (8) Uberstehende Lésung (9) (verworfen) 
bis 50 Vol.-% 50—80 Vol.-% 
(verworfen) 
Lésen in 120 com 0,5-m. Mg-Acetatlésung 
2. fraktionierte Athanolfallung 
li 3 T 

Niederschlag (10) Niederschlag (11) Uberstehende Lésung (12) (verworfen) 

bis 55 Vol.-% 55—75 Vol.-% 
Wenn aktiv, neue Lésen in 70 com 0,5. m. Mg-Acetat 

Extraktion und 1. fraktionierte Acetonfillung 

Fraktionierung 

Nd. vereinigen i 
Niederschlag (13) Niederschlag (14) Uberstehende Lésung (15) (verworfen) 

bis 40 Vol.-% 40—60 Vol.-% 

(verworfen) Lésen in 15 ccm 0,01-m. Mg-Acetat 
2.fraktionierte Acetonfallung 





i , : : 
Niederschlag (16) Niederschlag (17) Niederschlag(18) Niederschlag(19) Ubersteh. 
bis 35 Vol.-% 35—40 Vol.-% 40—45 Vol.-% 45—50 Vol.-% Lés. (20) 

(verworfen) Lésen in 10 ccm Lésen in 10cem —_ (verworfen) (ver- 
Wasser, Fiillung Wasser, Fiillung worfen) 


mit 60 Vol.-% 
Aceton 


Niederschlag 
Lésen in 4 cem 
Wasser, Aussal- 
zung mit 4,3 ¢ 
Mg-Sulfat, filtrie- 
ren 


iy 

Uberstehende 
Lésung 

(verworfen) 


Niederschlag 
oO 


Lésen in 
5 ecm Wasser 


r 
Filtrat (21) 


Fermentlésung (23) 


Niederschlag 


Niederschlag 


mit 60 Vol.-% 
Aceton 


y * 
Uberstehende Lésung 


Lésen in 4 cem (verworfen) 
Wasser, Aussal- 
zung mit 4,3 ¢ 
Mg-Sulfat, filtrie- 
ren 

| 
Filtrat (22) 


Lésen in 
5 ccm Wasser 


Fermentlésung (24) 


4stdg Dialyse gegen 0,01-m.Mg-Acetat, filtrieren 
durch Celite 


Y 
Fermentlésung (25) 
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fraktionierung erhalten hatten, veranlafiten uns, eine Aussalzung des 
Fermentes mit Magnesiumsulfat zu versuchen, nachdem Vorversuche 
gezeigt hatten, daB auch bei Sattigung der Fermentlésung mit Magne- 
siumacetat kein Niederschlag entsteht. Auch bei Zugabe von Magnesium- 
sulfat triibt sich die ziemlich kenzentrierte Fermentlésung erst kurz 
bevor die Sattigung erreicht ist. Ist diese eingetreten, flockt ein feiner 
Niederschlag aus, der praktisch 100°, der gelésten Phosphatase, aber 
nur 30—50°%, des vorhandenen Stickstoffes enthalt. Der nicht zentri- 
fugierbare Niederschlag muB iiber einer Glasfritte abfiltriert werden. Lost 
man den mit gesattigter Magnesiumsulfatlésung gewaschenen Nieder- 
schlag in wenigen ccm destilliertem Wasser auf, so erhalt man eine 
triibe, stark salzhaltige Fermentlésung, deren spezifische Aktivitat etwa 
2—4mal hoher ist als das Praparat der 2. fraktionierten Acetonfallung 
und ungefahr 240000 bis 280000 PE pro mg N betragt. LaBt man diese 
Losung fiir einige Tage im Eisschrank stehen, setzt sich ein Teil der 
Triibung als inaktiver EiweiBniederschlag ab, und die Enzymlésung kann 
nun durch eine diinne Celite-Schicht klar filtriert. werden. Der Magne- 
siumsalzgehalt wird durch eine anschlieBende kurze Dialyse verkleinert, 
und dabei nimmt der Stickstoffgehalt der Lésung durch Diffusion niedrig- 
molekularer N-haltiger Substanzen noch etwas ab. Die resultierende 
wasserklare Fermentlésung enthilt eine Phosphatase von ungefahr 
400000 PE pro mg N und diirfte, wie die im naichsten Abschnitt folgende 
Beschreibung der Eigenschaften zeigen wird, das reine Ferment dar- 
stellen oder ihm zum mindesten sehr nahe kommen. Tab. 2 soll die gute 
Reproduzierbarkeit des auf Seite 103 schematisch dargestellten Reini- 
gungsverfahrens zeigen. Die hier beschriebene Methodik ist jedoch nicht 
ohne weiteres fiir die Isolierung anderer Phosphatasen, selbst — wie 


Tab. 2. Anderung der spezifischen Aktivitat im Laufe der Reinigung der alkalischen 
Darmphosphatase bei 3 unabhangig voneinander und mit 3 verschiedenen Aceton- 
trockenpulvern ausgefiihrten Extraktionen. 














Spezifische Aktivitat 

Reinigungsstufe Aufarbeitung 

I | II I] 
Trockenpulver . . . . 175 — 115 
3-facher Extrakt .. . 640 — 826 
Niederschlag (4)* _- -— 4700 
Niederschlag (6)... 4600 1560 5900 
Niederschlag (8)... 38500 15000 21000 
Niederschlag (11)... 60000 77500 38000 
Niederschlag (14)... 77000 90000 — 
Niederschlag (17)... — 140000 63000 
Niederschlag (18). . . 150000 — — 
Niederschlag (24)... 240000 280000 240000 
Enzymlosung (25). . 420000 380000 368 000 





* Die Zahlen beziehen sich auf die schematische Darstellung der Phosphatascreinigung auf 
Seite 103. : 
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uns Versuche zeigten — fiir die Darmphosphatase anderer Tiere an- 
wendbar. Im letzteren Falle diirften allerdings kleinere Abainderungen 
geniigen, um der veranderten Eiweifzusammensetzung Rechnung zu 
tragen und zu Phosphatasen ahnlichen Reinheitsgrades zu gelangen. 


Ill. Eigenschaften der gereinigten alkalischen Phosphatase 
aus Kaélberdiinndarmen 
A. Aktivitat 

Die wichtigste Eigenschaft eines Ferments, seine spezifische Akti- 
vitit, die als GréBe des enzymatischen Substratumsatzes durch 1 Mol 
des reinen Fermentes pro Zeiteinheit und unter optimalen Bedingungen 
beziiglich Temperatur, py, Substrat-, Aktivatoren- und Pufferkonzen- 
tration definiert ist, kann nur bei jenen Fermenten angegeben werden, 
die in chemisch reiner Form isoliert wurden. Die zur vergleichenden 
Verfolgung eines Isolierungs- und Reinigungsprozesses mehr oder weniger 
willkiirlich gewahlten Fermenteinheiten werden, bezogen auf 1 mg 
EiweiB-N des Praparates, auch ,,spezifische‘‘ Aktivitét genannt. In 
diesem Falle jedoch kann man die pro mg N beobachtete Fermentakti- 
vitit keiner bestimmten Menge des reinen Enzyms zuordnen. Fiir die 
Phosphatase sind viele solcher Einheiten (PE) vorgeschlagen worden, 
deren wichtigste Tab. 3 zeigt. 


Tab. 3. Vorgeschlagene Phosphatase-Einheiten. 


Allgemeine Definition: 1 Phosphatase-Einheit (PE) = jene Fermentmenge, die 
unter den gewahlten Bedingungen die angegebene, festgelegte Menge Phosphor 
oder Phenol in Freiheit setzt: 


























Autoren Temp.| py 5% Substrat Me Koos. oo 
Albers# , . . | 35° | 9,0 | 60 B-Glycero- 10-4 100 y P 
phosphat 
Bodansky4® . | 37° | Opt. | 60 B-Glycero- = 1 mg P 
phosphat 
Schmidt, 37° 9,3 | 15 B-Glycero- 6-10-2 100 » P 
Tannhauser“" phosphat 
King*? . ....« | 31° | 10 15 Phenylphoshat 10-2 1 mg Phenol* 
Roche et al.58," | 37° | 9,9 1** | 6-Glycero- 10-° lyP 
phosphat 
Morton!4,50, . | 38° 9,8 1***) 6-Glycero- 10-2 lyP 
phosphat 
* 1 mg Phenol = 330 y P. ** Tnkubationszeit 10 Min. *** Inkubationszeit 5 Min. 


Wir benitzten im allgemeinen die Einheiten und Versuchsbedin- 
gungen von Roche et al.**", doch wahlten wir pro Ansatz eine so kleine 
Fermentkonzentration, daB nicht 10°, sondern héchstens 3°%, meistens 

48 A. Bodansky, J. biol. Chemistry 101, 93 [1933]. 


49 EK. J. King u. A. R. Armstrong, J. canad. Med. Assoc. 31, 376 [1934]. 
5) R. K, Morton, Biochem. J. 60, 573 [1955]. 
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aber nur ungefaihr 1°, des vorhandenen Substrates wahrend 10 Min. 
Inkubationszeit gespalten wurden. Bei der Aktivitaétsbestimmung unse- 
rer reinsten Praparate bedienten wir uns dagegen der Versuchsanordnung 
und der Einheiten von Morton !®°, die sich von den Roche- Einheiten 
dadurch unterscheiden, da die Inkubationstemperatur 38° und die 
Dauer 5 Min. betragt. Auch unter diesen Bedingungen wird es mit zu- 
nehmender Fermentreinheit immer schwieriger, die genaue spezifische 
Aktivitét der hochgereinigten Priparate anzugeben. Der Grund liegt 
darin, daB die Aktivitats-Zeitabhingigkeit der Phosphatasewirkung, 
auch wenn sie mit sehr kleinen Enzymkonzentrationen und unter opti- 
malen Bedingungen gemessen wurde, keine Gerade, sondern eine sich 
mit langern Inkubationszeiten abflachende Kurve darstellt. Auch bei 
konstanter Inkubationszeit, aber mit doppelter Fermentmenge im An- 
satz, erhalt man nicht genau den zweifachen, sondern einen etwas ge- 
ringeren Umsatz. Auch dann wird die Differenz zum doppelten Wert mit 
lingerer Inkubationszeit gr6Ber. Dieses Verhalten ist aus den Tabellen 4 
und 5 ersichtlich. 




















Tab. 4. 
Inkubationszeit Gemessener Wert Berechnet auf Grund des 
in Min. in y P 2-Min.-Umsatzes 5-Min.-Umsatzes 
2 4,4 (4,4) 4 
5 9,9 11 (9,9) 
10 18,5 22 19,8 
15 26,3 33 29,7 
Tab. 5. 
Inkubationszeit Fermentkonzentration im Ansatz Abweichung vom 
in Min. 0,02 y Protein-N | 0,04 » Protein-N doppelten Wert 
5 9,4yP 14,3 yP 4,5 
10 14,3 22,2 6,4 
30 33,6 57,2 10,0 
60 54,7 91,2 18,2 





Wenn man das Verhaltnis zwischen Enzym und Substrat durch Ver- 
doppelung der 6-Glycerophosphatkonzentration bei doppelter Ferment- 
menge konstant halt, wird der Umsatz pro Zeiteinheit fiir verschieden 
lange Inkubationszeiten und pro mg Priparatstickstoff etwas regel- 
maBiger, zeigt aber immer noch, wenn auch in kleinerem AusmaBe die 
beschriebenen Abweichungen von einem !inearen Verlaufe. EinigermaBen 
zufriedenstellende Ergebnisse erhilt man bei Inkubationszeiten von 
héchstens 10 Min.und Ferment- undSubstratkonzentrationen, die einem 
Umsatz von ungefahr 1°, des eingesetzten /-Glycerophosphates ent- 
sprechen. 

Wir haben aus diesen Griinden alle Bestimmungen mit zwei Fer- 
mentkonzentrationen durchgefiihrt und das Mittel der beiden Aktivitits- 
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werte berechnet. Demnach liegen die von uns angefiihrten Werte unter 
den mit kleinsten Fermentkonzentrationen und kurzen Inkubations- 
zeiten beobachteten spezif. Aktivitat. 

Um unsere reinsten Praparate méglichst objektiv mit jenen von 
Morton" vergleichen zu kénnen, haben wir sie unter analogen Reak- 
tionsbedingungen gemessen. Morton®® setzt ungefahr 6 Phosphatase- 
einheiten in 5 cem Substrat-Pufferlésung an. Dies entspricht bei einer 
spezif. Aktivitaét seines Priparates von 83500 einer Ferment-N-Konzen- 
tration von etwa 0,014 y (= 1,2 PE) pro cem Ansatz. Bei unseren Akti- 
vitaétsmessungen verwendeten wir einen Praparat-N-Gehalt von 0,002 
bis 0,005 y pro ecm, was bei der héheren spezif. Aktivitat unserer Prapa- 
rate eine Phosphatasekonzentration von 0,7—1,5—2 PE pro ccm Ansatz 
ergab, also in der gleichen GréBenordnung der Versuchsbedingungen 
von Morton lag. 

Die zweite Schwierigkeit fiir die genaue Festlegung der spezifischen 
Aktivitat der gereinigten Phosphatasepraparate liegt in der Bestimmung 
des Stickstoffgehaltes der Praparate, und diese steigt mit zunehmender 
Reinheit des Fermentes an, weil die fiir die N-Bestimmung zur Ver- 
fiigung stehenden Mengen immer kleiner werden und weil die wachsende 
Fermentkonzentration bei abnehmendem Stickstoffgehalt der Enzym- 
l6sungen eine viel stirkere Abhingigkeit der spezifischen Aktivitaét von 
kleinen Differenzen der N-Bestimmung verursacht als bei weniger reinen 
Praparaten. Folgendes Beispiel zeigt dies deutlich: Eine erste Lésung 
setzte 40000 y P pro Minute und cem in Freiheit, die zweite 180000 y P. 
Der Stickstoffgehalt der ersten Fermentlésung betrug 0,98—1,02 mg N, 
jener der zweiten 0,51—0,53 mg N pro ccm. Die daraus berechneten. 
spezifischen Aktivitéten betragen im ersten Falle 40000 + 800 PE pro 
mg N, im zweiten Falle dagegen 346000 + 7000 PE pro mg N. Eine 
zuverlissige und méglichst genaue Stickstoffbestimmung ist demnach 
unbedingte Voraussetzung fiir die Feststellung der spezifischen Aktivitat 
der gereinigten Priparate. Wir bestimmten deshalb den N-Gehalt unserer 
Priiparate doppelt bis mehrfach mit einer Halbmikromethode nach 
Kjeldahl, wobei wir bei den ersten Reinigungsstufen Methylrot-Methy- 
lenblau als Indikator verwendeten, bei den Endstufen die Siuredifferenz 
dagegen iodometrisch titrierten. Da Doppelbestimmungen zeigten, daB 
die Stickstoffbestimmung der reinsten Praiparate nach dieser Methode 
mit einem Fehler von + 2°, verbunden ist und da die Aktivitatsbestim- 
mung selbst eine Fehlergrenze von ungefahr ++ 5°, aufweist, kénnen 
wir die spezifische Aktivitaét unserer gereinigten Phosphatasepraparate 
nur mit einer Genauigkeit von ungefahr -+ 10° angeben. Die genauen 
Versuchsbedingungen fiir die verwendete Aktivitits- und Stickstoff- 
bestimmung sind im Versuchsteil beschrieben. 

Es war uns fast bei jeder Aufarbeitung méglich, die Phosphatase- 
Hauptfraktion am Ende des beschriebenen Reinigungsverfahrens — ge- 
legentlich durch eine Wiederholung einer fraktionierten Acetonfallung 
und einer Magnesiumsulfataussalzung — auf eine spezifische Aktivitat 
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von mindestens 360000 bis 440000 PE pro mg Priparatstickstoff zu 
bringen. Da wir diese Priparate unter den gleichen Bedingungen wie 
Morton gemessen haben, miissen wir daraus schlieBen, daB das Praparat 
von Morton", fiir das er eine spezifische Aktivitaét von 83500 angibt, 
nicht der reinen und vollaktiven ‘Phosphatase entspricht. Das reine Fer- 
ment diirfte vielmehr eine spezifische Aktivitiat aufweisen, die bei einem 
Mittelwert von mindestens 440000 PE pro mg N liegt. 


B. Das py-Optimum der gereinigten alkalischen 
Phosphatase 

Wegen des ziemlich steilen Verlaufes der Aktivitiits-py-Kurve der 
alkalischen Phosphatase kénnen vergleichbare Aktivitaétsbestimmungen 
nur bei genau bekannten und konstanten py-Werten durchgefiihrt wer- 
den. Am leichtesten reproduzierbar sind die Messungen im py-Optimum, 
da man innerhalb eines kleinen py-Gebietes beiderseits des Aktivitits- 
kurven-Maximums trotz kleiner, wihrend der Fermentinkubation nicht 
vermeidbarer py-Anderungen praktisch denselbem Aktivitaétswert erhalt. 
Es war deshalb wichtig, die Aktivitits-py-Abhingigkeit des gereinigten 
Fermentes genau zu untersuchen. 

Fiir die bisher reinsten Priparate alkalischer Darmphosphatase 
wurden von Roche und Bouchilloux!!® ein py-Optimum von 9,9 
und von Morton®® ein Aktivitaétsmaximum bei py 9,45 gefunden, wenn 
p-Glycerophosphat als Substrat und Veronal/HCl oder NaOH als Puffer 
verwendet wurden. Morton gibt auch den gesamten Verlauf der Akti- 
vitiits-py-Kurve an. Diese verliuft, verglichen mit der entsprechenden 
Kurve fiir die alkalische Nierenphosphatase?*°°, flacher und weist zwi- 
schen py 9,25 und 9,55 fast gleiche Werte auf. 

Wir erhielten fiir unsere gereinigten Phosphatasepraparate ein 
pu-Optimum von 9,8 bis 9,85, wenn wir nach der im Versuchsteil be- 
schriebenen Methodik die Aktivititswerte bestimmten und dazu den 
Substrat-Veronalpuffer bei 20° auf 9,8—9,85 einstellten. Die Kontrolle 
des pu-Wertes in einem Parallelversuch zeigte aber regelmaBig, daB der 
pu am Ende der Inkubation auf 9,6—9,65 abgesunken war. Wir haben 
deshalb — u. W. erstmalig — versucht, eine standige py-Kontrolle wah- 
rend der ganzen Inkubationszeit durchzufiihren, indem wir die Ferment- 
reaktion in einem GefaB, das mit Glas- und Bezugselektrode versehen 
war, durchfiihrten, mit einem Magnetriihrer fiir gute Durchmischung 
sorgten und den py-Wert alle 1—2 Min. kontrollierten. Auf diese Weise 
war es moéglich, mit dem an sich schwachen Veronal/HCl bzw. NaOQH- 
Puffer eine geniigende py-Konstanz mit Abweichungen von héchstens 
0,03 pu-Einheiten von Anfang bis SchluB der Inkubation aufrechtzu- 
erhalten, wie sie Ae bi®! fiir die Aktivitatsmessungen der Nierenphospha- 
tase gefordert hat. Abb. 5 zeigt den Verlauf der Aktivitatskurve einer 


51 H, Aebi, Helv. chim. Acta 31, 1761 [1948]. 
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gereinigten alkalischen Darmphosphatase von etwa 300000 PE pro 
mg N in Abhangigkeit vom px, der unter der beschriebenen Kontrolle 
bestimmt wurde. Die Kurve unseres Fermentes verlauft steiler als jene, 
die Morton®® fiir sein gereinigtes Phosphatasepraiparat von 83500 PE 
angibt und gleicht eher der Aktivitiits-py-Kurve der alkalischen Nieren- 
phosphatase. Das deutlich sichtbare py-Optimum (gemessen bei 38°) 
liegt bei 9,60-—9,65. 


Abb. 5. Aktivitats-py-Kurve der 
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C. Der Kohlenhydrat- und Stickstoffgehalt 
der gereinigten Phosphatase 


Seitdem Schmidt und Tannhauser“ auf den hohen Zuckergehalt (21,2%) 
ihrer gereinigten Phosphatasepraparate hingewiesen und die Auffassung geaiuBert 
haben, Kohlenhydrat sei wahrscheinlich ein Strukturelement des Phosphatase- 
ciweiBes, haben sich alle Autoren, die gereinigte Phosphatasepraparate herstellten, 
mit dieser Frage beschaftigt. Roche et al.?® haben bei der Untersuchung des 
Metallgehaltes ihrer partiell gereinigten Phosphatasepraparate aus Hundediinn- 
darm gleichzeitig auch den proteingebundenen Zucker- und Glucosamingehalt be- 
stimmt und gefunden, da8 der Kohlenhydratgehalt der Praparate zwischen 8,5 
und 12,6%-schwankt und keine direkte Beziehung zur spezifischen Aktivitat auf- 
weist. Sie verneinen deshalb die Méglichkeit, daB die Phosphatase ein zucker- 
haltiges Protein sein kénne. Auffallend blieb, daB keines der hochgereinigten Prapa- 
rate kohlenhydratfrei erhalten werden konnte, wenn auch der Zuckergehalt mit 
zunehmender Reinheit der Phosphatase abnahm. In Praparaten von ungefahr 
30000 PE/mg N fanden Roche und Bouchilloux!? 12—22% Kohlenhydrate, 
nach elektrophoretischer Reinigung dieses Praparates auf 45000 PE dagegen nur 
noch 1,5—4,4%. Schramm und Armbruster’ geben fiir ihr Praparat von 
57000 PE einen Zuckergehalt von unter 5% an, Morton®® fand in seinem bisher 
reinsten Praparat (83500 PE) 2% Kohlenhydrate. 

Diese Angaben zeigen, daB die Frage des Phosphatase-Zucker- 
gehaltes immer noch nicht eindeutig entschieden ist, besonders, weil 
den meisten Autoren, mit Ausnahme von Morton, nur kleinste Mengen 
ihrer gereinigten Praiparate zur Verfiigung standen und sie diese mit der 
relativ zu wenig empfindlichen Orcin-Methode nach Sérensen und 
Haugaard® analysiert hatten. Da andererseits die Anwesenheit von 
Kohlenhydraten im Phosphatasemolekiil die Bildung von Metall-Poly- 
oxy-Komplexen erméglicht, kommt der Abklaérung dieses Problems im 


52M. Sérensen u. G. Haugaard, Biochem. Z. 260, 247 [1933]. 
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Hinblick auf die Metallaktivierung dicses Enzyms eine besondere Be- 
deutung zu. 

Obwohl uns gr6Bere Mengen Phosphatase héchster Aktivitat (360000 
bis 440000 PE) zur Verfiigung standen, haben wir uns nicht auf die 
Analyse dieser Priparate allein beschrinkt, sondern unter experimen- 
teller Mitarbeit von Fasel®* den Zucker- und Hexosamingehalt jeder 
einzelnen Fraktion von vier verschiedenen Aufarbeitungen bestimmt. 
Dabei verfolgten wir mehrere Ziele: 

1. Unsere Reinigungsmethode wurde durch diese Analyse aller 
Fraktionen besser ausgebaut und zeigte, in welchen Stufen die Ent- 
fernung der Glykoproteide erfolgt. 

2. Falls die Phosphatase ein Glykoproteid ist, miiBte waihrend der 
Reinigung eine gewisse Beziehung zwischen der Aktivitaétszunahme und 
dem Zuckergehalt feststellbar sein und diese je nach Ergebnis im posi- 
tiven oder negativen Sinne zur Entscheidung der Glykoproteidnatur des 
Fermentes beitragen. 

3. Die Reinheit unserer Praiparate konnte durch eine genaue Zucker- 
bestimmung auf jeden Fall und unabhingig von der elektrophoretischen 
Einheitlichkeit neu iiberpriift werden: Ist die Phosphatase ein zucker- 
haltiges EiweiB, so darf die véllige Reinheit des Fermentes nur dann 
angenommen werden, wenn bei maximaler Aktivitaét ein konstanter und 
bei verschiedenen Reinigungsansiatzen bei gleicher spezifischer Aktivitat 
stets wiederkehrender Zuckergehalt gefunden wird. Falls aber dieses 
Enzym ein zuckerfreies Protein darstellt, diirfte die Reinigung erst dann 
als vollstandig angesehen werden, wenn bei groBtméglicher spezifischer 
Aktivitat die letzte Spur zuckerhaltiger Begleitstoffe entfernt ist. 

4. Die in der Darmschleimhaut reichlich vorhandenen und noch 
wenig erforschten Muco- und Glykoproteide kénnen in einem ganzen 
Spektrum verschiedener Fraktionen auf ihren relativen Zuckergehalt 
untersucht werden und dadurch das Phosphatase-Reinigungsverfahren 
auch fiir die Isolierung dieser Stoffe angewendet werden. 

Neben den proteingebundenen Hexosen haben wir den Hexosamin- 
gehalt der einzelnen Fraktionen bestimmt, weil das Glucosamin bzw. 
das Galaktosamin nach Meyer* der typische Bestandteil der Muco- 
und Glykoproteide ist, der in diesen Proteiden neben Galaktose, Mannose 
oder Glucuronsiure immer anwesend sein mu. Da das Hexosamin nach 
v. Holt®> durch die Anthronmethode, die wir fiir die Bestimmung des 
EiweiBzuckers verwendet haben, nicht erfaBt wird, haben wir es nach 
einer Modifikation der Elson-Morgan-Methode, die von Winzler®® 
angegeben wurde, bestimmt. Da dabei eine Siéiurehydrolyse zur Frei- 
legung des eiweiBgebundenen Zuckers und Glucosamins noétig ist, haben 


53 J. Fasel, Dissertat., Fribourg/Lausanne 1957. 

54 K, Meyer, Advances Protein Chem. 2, 249 [1945]. 

55 C, v. Holt, Klin. Wschr. 82, 661 [1954]. 

56 R. J. Winzler, in Methods of Biochemical Analysis, von D. Glick, 
2. Band, S. 292 Interscience Publishers Inc. New York 1955. 
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Tab. 6. Prozentuale Verteilung des Stickstoffs, der Phosphataseaktivitat, des 
proteingebundenen Zuckers (PZ) und Hexosamins (Ha) bei der Extraktion und 
Reinigung der alkalischen Phosphatase aus Aceton-Schleimhauttrockenpulver. 


Fraktion 1 
23,0¢ N 


2600000 PE 


3,25 g PZ 
1,033 g Ha 


Fraktion 2 
2,8gN 


2347000 PE 


0,863 g PZ 

0,211 g Ha 
Fraktion 4 

1ligN 


3000000 PR 


0,50 g PZ 
0,135 g Ha 


Fraktion 6 


(100% 
(100%) 
(100%) 
(100%) 
+ 
Fraktion 3 
(12%) 200¢gN (87%) 
(90% 371000 PR (14%) 
(26,6% 2,1 g PZ (65%) 
(20,5%) 0,75 ¢ Ha (72,6%) 
— eri 
Fraktion 5 
(4,8%) 22gN  (9,5%) 
(115%) 0 (0%) 
(15,6%) 0,297 g PZ (9,1%) 
(13,1%) 0,074 g Ha (7,2%) 





4 


Fraktion 4a 








0,64 ¢ N (2,8% Unlésliches nicht analysicrt 
3500000 PE (134,6%) 
0,3786 g PZ (11,7%) 
| 0,1001 g Ha (9,7%) 
Tepe nal 
Fraktion 9 
0,265gN (1,15%) 


Fraktion 7 Fraktion 8 
0,224g.N (0,97%) 0,163gN (0,7% 


203000 PE (7,9%) 3500000 PE (134,6% OPE 
0.108 g PZ (3,3% 0,141g PZ (4,4%) 0,095 g PZ (2,8%) 


0,044 g Ha (4,3%,) 0,049 g Ha = (4,8%) Og Ha 
[~ wl 
Fraktion 10 Fraktion 11 Fraktion 12 
105mg N= (0,45%) 73 mg N (0,32%) 3,5mg N (0,015%,) 
86000 PE (3,3%) 2800000 PE (108%) OPE 
18mg PZ (0,55%) 110mg PZ (3,4%) 0 PZ 
5mg Ha (0,49%) . 30 mg Ha (2,9%) 0 Ha 
i ae i ae j al 
Fraktion 13a + b* Fraktion 14 Fraktion 15 
10 (3,5) mg N (0,04;0,015%) | 60 mg N (0,26%) 8,7mgN_ (0,04% 


187 (67)-108 PE (7,2; 2,5%) 
20(1)mg PZ (0,6; 0,038%) 
2 (0,6) mg Ha (0,2; 0,06%) 


2400000 PE (92,5%) 0 PR 
72,4mg PZ (6,0%) 3,3 mg PZ (0,1%) 
14,9 mg Ha (2,2%) 0,87 mg Ha (0,08%) 


Z SA a 
Fraktion 16 Fraktion 17 Fraktion 18 Fraktion 19 
9mg N (0,04%) 20mgN (0,09%) 17,8mgN  (0,08% 7mg N (0,03%) 
43000 PE = (1,6%) 1265000 PE (48%) 360000 PE (14%) 90000 PE = (3,5%) 


(0,22%) 
(0,25% 


14,75 mg PZ (0,45)% 


7,1 mg PZ 
3,3 mg Ha (0,126%) 


2,6 mg Ha 


2.35 mg PZ (0,07%) 
1,lmg Ha (0,11%) 


34,6 mg PZ (1,12%) 
6,85 mg Ha (0,66%) 


Fraktion 23 Fraktion 20 

(0,05%) 3,41 mg N (0,015% 4mg N 
(0,44%) | 855000 PE (33%) OPE 

4,7 mg PZ (0,145% 1,55 mg PZ = (0,05%, 

14mg Ha (0,135% Omg Ha 
Y 
Fraktion 25 

2,15 mg N (0,0096%) 

810000 PE (31%) 

2,0mg PZ (0,06%) 

1,3 mg Ha (0,126% 


Fraktion 21 
12mg N 
11400 PE 
24,32 mg PZ (0,75%) 
3,04 mg Ha (0,3%) 


(0,018%) 


* Fraktion 13a: 0—30 Vol.-% Aceton; 13b: 30—40 Vol.-%, Aceton. 
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Tab. 7. Fro 160 mg Stickstoff berechneter Zucker-(PZ)- und Hexosamingehalt (Ha) 
der hei der Phosphatasereinigung erhaltenen Fraktionen und ihre spezifische Ak- 
tivitat (PE/mg N). 


Fraktion 1 
14,1 mg PZ 
4,5 mg Ha 
115 PE/mg N 


| 
Fraktion 2 Fraktion 3 
31 mg PZ 10,5 mg PZ 
7,5 mg Ha 3,75 mg Ha 
826 PE/mg N 18,5 PE/mg N 
i: 
Fraktion 4 Fraktion 5 
45,5 mg PZ 12,5 mg PZ 
12,3 mg Ha 3,4 mg Ha 
4700 PE/mg N 9 PE/mg N 
Fraktion 6 
59,2 mg PZ 
15,6 mg Ha 
5900 PE/mg N 
> >in a : 7 
Fraktion 7 Fraktion 8 Fraktion 9 
48,2 mg PZ 86,5 mg PZ 35 mg PZ 
2mg Ha 30 mg Ha Omg Ha 
925 PE/mg N 21000 PE/mg N 0 PE/mg N 
[ eae a 
Vraktion 10 Fraktion 11 Fraktion 12 
17,1 mg PZ 150 mg PZ 0 mg PZ 
4,8 mg Ha , 41,1 mg Ha Omg Ha 
195 PE/mg N 38000 PE/mg N 0 PE/mg N 
eee ; — 
Fraktion 13a + b Fraktion 14 Fraktion 15 
100 (28) mg PZ 112 mg PZ 34,5 mg PZ 
20 (17) mg Ha 23 mg Ha 10 mg Ha 
4500 (19000) PE/mg N 38000 PE/mg N 0 PE/mg N 
[ a] 
Fraktion 16 Fraktion 17 Fraktion 18 Fraktion 19 Fraktion 20 
26,1 mg PZ 173 mg PZ 40 mg PZ 210,7 mg PZ 38,7 PZ 
12,2 mg Ha . 34,2 mg Ha 15.3 mg Ha 47,1 mg Ha Omg Ha 
4700 PE/mg N 63000 PE/mg N 20000 PE/mg N 14000 PE/mg N 0 PE/mg N 
Fraktion 21 Fraktion 23 
203 mg PZ 137,8 mg PZ 
25,3 mg Ha 41.1 mg Ha 
950 PE/mg N 240000 PE/mg N 
Y 


Fraktion 25 
90,3 mg PZ 
60.5 mg Ha 
368000 PE/mg N 


wir untersucht, ob die mit dem Ehrlich-Reagenz hervorgerufenen 
Farbungen durch den Hexosamingehalt des Hydrolysates allein oder 
teilweise durch gleichzeitig anwesende Aminosiuren und Hexosen be- 
dingt sind. Letztere kénnen nach den Feststellungen von Siders et al.°’, 


57 ©, P. Siders, H. Y. Young u. B. H. KrauB, J. biol. Chemistry 126, 233 
[1938]. 
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Bendich et al.°8 und Immers et al.°® mit diesem Reagenz genau die 
gleichen Farbungen erzeugen wie das Hexosamin. Die zuletzt genannten 
Autoren geben aber eine Unterscheidungsmethode an, die darin besteht, 
das EiweiBhydrolysat mit Acetylaceton/Natriumcarbonatlésung oder mit 
Natriumearbonatlésung allein zu erwarmen. Wahrend die Hexose/Amino- 
siurefirbung mit dem Ehrlich-Reagens anch ohne Acetylacetonvor- 
behandlung entsteht, gibt Hexosamin unter diesen Bedingungen keinen 
Farbstoff. 

Wir fanden mit unseren Hydrolysaten, da die Proben ohne Acetyl- 
aceton tiberhaupt keine Farbung erzeugten, so daB wir annehmen diirfen, 
die bei der Hexosaminbestimmung erhaltenen Werte seien auf den wirk- 
lichen Glucosamin- bzw. Galaktosamingehalt dieser EiweiBfraktionen 
zuriickzufiihren. 

Die Tabellen 6 und 7 zeigen die Ergebnisse, die wir bei einer Auf- 
arbeitung von 250 Schleimhauttrockenpulver erhalten haben. Die Zahlen 
der Fraktionen beziehen sich auf das Reinigungsschema auf Seite 103. 

Aus der Tab. 6 geht hervor, da8 bei der Extraktion des Trocken- 
pulvers mit $0°(, der Phosphatase nur etwa !/,) des vorhandenen Stick- 
stoffs, 1/, des Eiweifzuckers und 1/; des Hexosamins in den 3-fachen 
Auszug iibergehen. Es werden also von Anfang an fast 90°, der Begleit- 
proteine, die ungefahr 70°, der anwesenden Glykoproteide enthalten, 
entfernt. Bei der folgenden Reinigungsstufe bleiben ungefahr 10°, der 
Glykoproteide in der tiberstehenden 65 Vol.-proz. alkoholischen Lésung, 
und die gesamte Phosphataseaktivitaét nimmt bei dieser und den beiden 
folgenden Stufen vielleicht durch die Entfernung eines Hemmkorpers 
zu. Diese scheinbare Vermehrung des Phosphatasegehaltes wurde bereits 
durch Albers*® bei der Reinigung der Nierenphosphatase und von 
Roche und Bouchilloux™ bei der Isolierung der Darmphosphatase 
beobachtet. Da bei der Wiederauflésung des Niederschlages (4) und dem 
Zusatz von Magnesiumacetat ein kleiner, unléslicher und inaktiver Riick- 
stand, der aber nicht analysiert wurde, abzentrifugiert werden kann, 
werden bis zu dieser Fraktion 6 fast ohne Fermentverlust 97°, des ur- 
spriinglich vorhandenen Stickstoffs und 90°,, der Glykoproteide entfernt. 
Dabei tritt eine sehr deutliche Verschiebung des Verhaltnisses von 
Hexose und Hexosamin zu Stickstoff auf: Wahrend im butanolextra- 
hierten Trockenpulver (Fraktion 1) der Hexosegehalt 14,1°(, und jener 
des Hexosamins 4,5°%, des Gesamtstickstoffs ausmacht, betragt das Ver- 
haltnis in der Fraktion 6 fiir die Hexosen 59°, und fiir das Hexosamin 
15,6°(, des in diesem Niederschlag vorhandenen Stickstoffs. Es ist dies 
ein sicheres Zeichen dafiir, daB die Phosphatase wegen ahnlicher Loéslich- 
keit mit gewissen Glykoproteiden vergesellschaftet ausgefallt wird. Bei 
den nun folgenden fraktionierten Alkohol- und Acetonfallungen werden 
zwar Fraktionen, die glykoproteidreich sind, abgetrennt, aber trotzdem 


58 A, Bendich u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 166, 283 [1946]. 
59 J, Immers u. E. Vasseur, Nature [London] 165, 898 [1950]. 
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nimmt der Hexose- und Hexosamingehalt in den phosphatasereichsten 
Fallungen (8, 11, 14 und 17), bezogen auf den Stickstoffgehalt, regel- 
maBig zu. Bei der Fraktion 11 erreicht der Hexosamin-, bei der Frak- 
tion 17 der Hexosegehalt ein relatives Maximum. Die Magnesiumsulfat- 
aussalzung der umgelésten Fraktion 17 entfernt nun einen groBen Teil 
der durch die vorhergehenden Fiallungen nicht abtrennbaren Glyko- 
proteide. Beim Ubergang von Fraktion 17 auf 23 vermindert sich deshalb 
der Gesamtgehalt des eiweiBgebundenen Zuckers von 34,6 mg auf 4,7 mg, 
und das Hexosamin sinkt von 6,85 mg auf 1,4mg ab. Die Hexosen 


nehmen dabei stirker als das Hexosamin ab, und daher ist der auf 


100 mg Stickstoff bezogene Hexosamingehalt der Fraktion 23 hoéher als 
jener der vorangehenden Fraktion. Diese relative Zunahme an Hexo- 
samin ist bei der letzten Reinigungsoperation, der Dialyse und Klar- 
filtrierung durch Celite, noch stairker ausgeprigt, weil dabei praktisch 
nur hexosehaltige Proteine entfernt werden. Diese Fermentlésung (25) 
weist eine spezifische Aktivitaét von etwa 370000 PE/mg N auf und ent- 
halt immer noch 90,2 mg Hexosen und 16,5 mg Hexosamin pro 100 mg 
Stickstoff. Um in Tab. 7 die Beziehung der Aktivitaét und des Zucker- 
gehaltes zum Stickstoffwert der einzelnen Fraktionen iibersichtlicher 
darstellen zu kénnen, wurden die Werte fiir jede Fraktion der Tab. 6 


so umgerechnet, daB die Aktivitaét pro mg N (spezif. Aktivitét) und der 


Hexose- bzw. der Hexosamingehalt pro 100mg N der betreffenden 
Fraktion angegeben sind. Dadurch werden die Werte der Tab. 7 unab- 
hingig von der Gr6éBe der einzelnen Fraktionen direkt miteinander ver- 
gleichbar. Dabei zeigt sich, daB der Hexosamingehalt der Ferment- 
Hauptfraktionen regelmaBig (mit Ausnahme von 1] und 14) mit der Er- 
hohung der spezifischen Aktivitaét ansteigt, der Hexosegehalt sich da- 
gegen bis zur Fraktion 17 vergréBert und dann wieder abfallt. Die reinste 
Phosphatasefraktion (25) enthalt, auf Stickstoff bezogen, den héchsten 
Hexosamingehalt aller waihrend der Reinigung erhaltenen Fraktionen 
und einen ziemlich hohen Hexosegehalt. Da dieses Phosphatasepriparat 
von 368000 PE/mg N sich papierelektrophoretisch einheitlich verhalt, 
wiirde dies an sich fiir einen Hexosamin- und Hexosegehalt der reinen 
Phosphatase sprechen, aber nur dann, wenn diese relative Zunahme des 
Hexosamingehaltes parallel mit der spezifischen Aktivitaét bei allen 
Aufarbeitungen feststellbar ist und wenn alle Phosphatasepraparate aus 
verschiedenen Ansatzen bei einer Aktivitaét von ungefahr 370000/mg N 
den gleichen Hexose- und Hexosamingehalt aufweisen wiirden. Inner- 
halb welcher Grenzen dies der Fall ist, kann man der Tab. 8 entnehmen. 
Wir haben darin die wichtigsten Fraktionen der andern drei vollstandig 
analysierten Aufarbeitungen aufgenommen und Werte von Praparaten, 
die wir frither bei der Ausarbeitung der Reinigungsmethode mit 
Stéckli®® erhalten und mit der Orcinmethode auf Zucker untersucht 


60 P. Portmann u. Ch. Stéckli, Helv. physiol. pharmacol. Acta 14, C 41 
bis 43 [1956]. 
61 Ch. Stéckli, Dissertat., Fribourg 1957. 
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hatten. Am Schlusse sind die Daten zweier Priparate angefiihrt, die 
nachher vereinigt und speziell weitergereinigt wurden, bis sie eine spezi- 
fische Aktivitat von etwa 380000 PE/mg E aufwiesen. 


Tab. 8. Gegeniiberstellung von Aktivitaét und Kohlenhydratgehalt 
der Phosphatasepraparate. 











Spezif. Aktivitat In den Praparaten sind pro 100 mg N enthalten 
(PE/mg N) Hexosen Hexosamin 
der Praparate n. Anthron- | n. Orcin-Methode 
70000 -- 118 -- 
73000 155 — 
76000 112 — 61 
108000 79 60,6 
110000 12,8 — 64 
120000 45 _- 14 
130000 40 45 — 
138000 240 -- 232 
155000 — 55,6 -- 
200000 81 27 
200000 56 53 —- 
214000 — 45,5 — 
280000 — 45 _ 
115000 (I) 14 —- 35 
160000 (IT) 35,7 a 79 
I + II gemischt und 
weitergereinigt auf 
368000 92 —- 40,2 
380000 60 54 33 











Aus diesen Werten geht eindeutig hervor, daB bei allen in Tab. 8 an- 
gefihrten Praiparaten mittlerer und héchster Aktivitaét keine direkte 
Beziehung zwischen ihrer spezifischen Aktivitaét und dem Zucker- bzw. 
Hexosamingehalt besteht, so daB auch unsere reinsten, elektrophoretisch 
einheitlichen Praiparate wahrscheinlich noch kleine, wechselnde Mengen 
stark zucker- und hexosaminhaltiger Glykoproteide enthalten miissen. 
Andererseits kann aus diesen Ergebnissen noch nicht entschieden werden, 
ob die chemisch reine Phosphatase Zucker und Hexosamin enthalt oder 
nicht, da kein einziges Priparat frei davon erhalten wurde. Uber den 
Zuckergehalt unserer Préiparate von 400000-—440000 PE/mg N k6énnen 
wir noch nichts aussagen, da ihre Menge nach allen anderen Unter- 
suchungen nicht mehr ausreichte, um eine korrekte Hexose- und Hexos- 
amin-Doppelbestimmung durchzufiihren; denn nach unseren Erfah- 
rungen braucht man mindestens 4—6 mg Praparat, um diese und die 
Stickstoffbestimmungen in geniigend sicherer Weise durchzufiihren, wo- 
bei fiir die Anthronbestimmung 0,5—1,5 mg eingesetzt werden sollten 
Deshalb scheint uns die Angabe von Morton®®, daB sein Praiparat von 
83500 PE/mg N 2% Kohlenhydrat enthalt, nicht ganz gesichert, da er 
8* 
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fiir die Anthronbestimmung 0,3 mg Praparat verwendete, die bei 2%, 
Zuckergehalt nur 6 y Hexosen entsprechen. Diese Menge liegt aber weit 
unter der sicheren Bestimmungsgrenze, die Siidhof et al. bei etwa 
20 y pro cem angeben. 

Aus der Stickstoffbestimmung des dialysierten Trockenpraparates 
von 380000 PE wurde berechnet, daB dieses Praparat héchstens 7,7°,, 
Hexose und 4,5°, Hexosamin enthilt. In welchem Umfange dieser 
Zuckergehalt Teil des Phosphatasemolekiils ist, miissen wir in spiteren 
Untersuchungen priifen. Wir halten es aber fiir wahrscheinlich, daB eine 
kleine Menge Hexose und Hexosamin als Strukturelement zum Phos- 
phataseeiweiB gehort. 

Zur Stickstoffbestimmung dieses Priiparates wurde die Ferment- 
lésung wahrend 24 Stdn. gegen dest. Wasser dialysiert und nachher 
scharf abzentrifugiert. Ein aliquoter Teil der klaren Lésung wurde in 
einem gewogenen Wageglas bei 110° getrocknet und der Niederschlag 
nach erreichter Gewichtskonstanz quantitativ in einen Kjeldahlkolben 
iiberfiihrt und der Stickstoff bestimmt. Dabei ergab sich ein Stickstoff- 
gehalt von 13,6°%. Dieser relativ kleine Stickstoffwert erklairt sich aus 
dem Zuckergehalt dieses Fermentpraparates. 

D. Die Substratspezifitat der gereinigten Phosphatase 

Die Wirkung der alkalischen Phosphatase ist insofern spezifisch, 
als sie nur die Ester der Phosphorsaéure und deren Amide spaltet. Die 
Alkoholkomponente der Phosphorsiureester spielt dagegen praktisch 
keine Rolle. Es werden aber durch die Phospho-Monoesterase nur die 
Monoester der Phosphorsiéure hydrolysiert, waihrenddem die Phosphor- 
siure-Diester durch ein spezielles Ferment: die Phospho-Diesterase ge- 
spalten werden. Da dieses letzte Ferment in der Darmschleimhaut vor- 
kommt und die Phospho-Monoesterase bei der Isolierung bis zu hohen 
Reinheitsstufen begleitet, hat man in der Untersuchung der Wirkung 
der gereinigten Phospho-Monoesterasepriparate auf die Phosphorsiure- 
Diester eine weitere Méglichkeit, die Enzymreinheit der erhaltenen Pri- 
parate zu tiberpriifen. Wir haben deshalb unsere reinsten Praparate auf 
ihre Diesterasewirkung untersucht und gefunden, das weder Kephalin 
noch Diphenylphosphat in nachweisbarer Menge gespalten wird. Auch 
Adenosindiphosphorséure wurde durch unsere Priparate nicht hydro- 
lysiert, so daB die Anwesenheit einer Pyrophosphatase ausgeschlossen 
werden konnte. Die Unmdglichkeit, diese Fermentwirkungen nachzu- 
weisen, spricht neben der groBen spezifischen Aktivitat ftir die hohe 
Reinheit unserer Phosphatasepraparate. 

E. Die Metallaktivierbarkeit 
der gereinigten Rinderdarmphosphatase 

Wie wir bereits erwahnt haben, war von Nguyen-van Thoai et 

al.4! die Auffassung vertreten worden, da das AusmaB der Metall- 


62 H. Siidhof, H. Kellner u. N. Schulte, diese Z. 300, 68 [1955]. 
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aktivierbarkeit vom Reinheitsgrad der Phosphatasepraparate abhangig 
sei. Es war daher interessant zu untersuchen, wie sich unsere gereinigten 
Praparate gegeniiber Metallionen verhalten, wenn wir sie mit der gleichen 
Methodik wie die partiell gereinigten Rinderdarmphosphatasepraparate 
untersuchten. Wie ein Vergleich der Abbildungen 2c¢ und 6 zeigt, unter- 
scheidet sich die Metallaktivierbarkeit der gereinigten Priiparate prak- 
tisch nicht von jener der 400—800-mal weniger reinen Fermente. Auch 
das Verhalten gegeniiber Zinksalzen bleibt genau dasselbe: Bereits bei 
einer 10-4-molaren Konzentration tritt fast vollige Hemmung der 
Phosphatasewirkung auf. Man darf deshalb annehmen, dal diese héch- 
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stens + 20°, betragende Aktivierbarkeit und die Hemmung durch Zink- 
salze typisch fiir die Rinder- Phosphatase ist, und zwar unabhangig 
von ihrem Reinheitsgrade. Die gereinigte Rinderphosphatase eignet sich 
deshalb weniger gut zum Studium der Metallaktivierbarkeit als die 
Rattenphosphatase, die viel gréBere Abhiingigkeit der Aktivitaét von 
Metallionen zeigt, und wir haben aus diesem Grunde auf ein eingehenderes 
Studium der Aktivierbarkeit dieser Phosphatase verzichtet. 


Diskussion der Ergebnisse 


Mit Hilfe des beschriebenen Reinigungsverfahrens gelangten wir zu 
Phosphomonoesterase-Priiparaten aus Kalberdiinndarmschleimhaut, die 
eine weit héhere spezifische Aktivitaét aufweisen als alle friiher beschrie- 
benen Priparate. Da Morton" in sehr sorgfaltigen Untersuchungen 
zum Schlusse kam, daB sein Praiparat mit 83500 PE/mg N reine Phos- 
phatase aus Kilberdiinndarm sei, miissen wir die Stellung seines Prapa- 
rates zu den unsrigen diskutieren. Morton stiitzt seine Behauptung auf 
die elektrophoretische Einheitlichkeit und die reine Phosphomono- 
esterase-Wirkung seines Préparates. Auch unsere Phosphatasepraparate 
erwiesen sich als elektrophoretisch rein®® und spalten nur Monoester der 
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Phosphorséure. Dennoch kamen wir durch weitere Untersuchungen iiber 
den Hexose- und Hexosamingehalt unserer Priiparate zum Schlusse, dab 
sie trotz der hohen spezifischen Aktivitaét und trotz der elektrophore- 
tischen Einheitlichkeit nicht absolut rein sein kénnen, da die reinsten 
Praparate bei gleicher Aktivitaét einen schwankenden Zuckergehalt auf- 
weisen. Daraus und aus der héheren Aktivitit unserer Praparate miiBten 
wir annehmen, daB die Phosphatase von Morton iiber 80% Begleit- 
eiweiBe enthielt. Dies ist aber mit Sicherheit auszuschlieBen, da er dann 
kaum eine elektrophoretische Einheitlichkeit seines Priparates gefunden 
hatte. Der Grund fiir die kleinere spezifische Aktivitat sees Praparates 
muB also anderswo liegen. Wenn man beriicksichtigt, daB auch Schramm 
und Armbruster’ elektrophoretisch einheitliche Phosphataseprapa- 
rate von noch viel geringerer spezifischer Aktivitiat isoliert haben, kommt 
man zum Schlusse, daB die Feststellung der elektrophoretischen Ein- 
heitlichkeit nicht geniigt, um die Reinheit eines Fermentes zu beurteilen. 
Es ware durchaus denkbar, daB sowohl das Praparat von Morton wic 
jenes von Schramm und Armbruster ein innerhalb der elektropho- 
retischen Bestimmungsgrenze reines PhosphataseeiweiB enthielt; doch 
sagt dies tiber den Zustand dieses mehr oder weniger einheitlichen Pro- 
teins als Ferment nicht unbedingt etwas aus: Es konnten die fiir die 
Phosphatasewirkung nétigen EiweiSgruppen durch das Reinigungs- 
verfahren in gréBerem oder kleinerem Ausmafe zwar so verindert worden 
sein, daB sie ihre enzymatische Wirksamkeit verloren haben, ohne dab 
dadurch ihre elektrische Ladung und damit die des ganzen Proteins 
stirker geiindert worden wire. Es wiirde dann ein elektrophoretisch 
reines PhosphataseeiweiB in aktiver und inaktiver Form vorliegen, und 
der Prozentsatz des fermentaktiven Anteils wiirde die spezifische Aktivi- 
tit dieses ,,einheitlichen“ Priparates bestimmen. DaB eine solche teil- 
weise reversible Verinderung des Phosphataseeiweibes méglich ist, zeigen 
die folgenden Tatsachen: Roche und Bouchilloux” erhalten bei 
ihrem Reinigungsverfahren eine zuerst véllig inaktive Phosphatase, die 
aber durch Inkubation mit Alanin und Zusatz von Magnesiumacetat 
auf eine spezifische Aktivitét von 45000 PE/mg N gebracht werden 
kann. Schramm und Armbruster” isolieren eine Phosphatase, die 
direkt 45000 PE, nach Inkubation mit Alanin und Magnesiumsalz da- 
gegen 57000 PE aufweist. Morton™ erhalt nun zum ersten Male ein 
Priparat, das in dem Zustande, in dem es isoliert wurde, ohne jede 
Aminosiaureinkubation die hohe Aktivitaét von 83500 PE/mg N zeigt. 
Aber auch er findet noch eine gewisse Aktivierungsméglichkeit durch 
Inkubation mit Alanin. Auch unsere Phosphatasepraparate liegen am 
Ende der Reinigung, ohne jeden Kunstgriff, in einem aktiven Zustande 
vor und scheinen sich im vollaktiven FermenteiweiBzustand zu be- 
finden. Gerade dieser graduelle Ubergang von véllig inaktiven zu voll- 
aktiven Praparaten, die aber alle elektrophoretisch rein sind, deutet 
darauf hin, da8 in einem praktisch einheitlichen Fermentpraparat nicht 
alle Molekiile sich in enzymaktivem Zustande befinden miissen, auch 
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wenn die gesamtelektrische Ladung und damit die elektrophoretische 
Wanderung einheitlich erscheint. 

Trifft diese Deutung nicht zu, so bleibt, wie uns scheint, nur noch 
cine mégliche Erklirung der Tatsache, daB verschiedene Autoren elektro- 
phoretisch reine Phosphatasepraparate isolieren konnten, deren spezi- 
fische Aktivitét von 57000 bis 400000 PE/mg N variiert: Es miiBte 
sich um verschiedene Typen von alkalischer Darmphosphomonoesterase 
handeln, die in praktisch reinem Zustande isoliert wurden. Dies kénnte 
aber nur durch einen direkten Vergleich der verschiedenen Priparate 
und eine genaue Untersuchung der Substratspezifitaét und Affinitat ent- 
schieden werden. 

Fiir die Beurteilung unserer eigenen Priparate ergibt die Be- 
obachtung der beschriebenen Anderung des Hexosamingehaltes wihrend 
der Reinigung eine neue Mdéglichkeit, die Reinheit der Phosphatase- 
praparate zu iiberpriifen, um nicht nur zu elektrophoretisch einheitlichen, 
sondern chemisch reinen Phosphatasepriparaten zu gelangen. Es werden 
neue Reinigungsversuche nétig sein, bis entweder bei héchstméglicher 
Aktivitét ein konstanter Glucosamingehalt erreicht oder bis in den 
aktivsten Praparaten die letzte Spur Glykoproteide entfernt ist. Damit 
wird auch die Frage, ob die Phosphatase selbst ein Glykoproteid ist, 
endgiltig entschieden werden. 


Beschreibung der Versuche 
1. Arbeitsvorschriften fiir die Versuche der Metallaktivierbarkeit 
partiell gereinigter alkalischer Darmphosphatase 
von Ratte, Rind und Schwein 
A. Herstellung der Fermentpraparate 

1. Rattendarmphosphatase 

8—10 Rattendiinndérme werden mit dest. Wasser ausgespilt und darauf mit 
ungefahr 250 cem Wasser im ,,Turmix** homogenisiert. Man iiberschichtet die er- 
haltene Suspension mit 1 ccm Toluol und iiberlaBt sie wihrend 48 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur der Autolyse. Nach Abzentrifugieren des unléslichen Gewebsriick- 
standes wird der abgegossene Fermentextrakt mit einem gleichen Volumen 95-proz. 
Alkohol versetzt. Der sich bildende, wenig aktive EiweiBniederschlag wird ab- 
geschleudert und verworfen. Nach Zugabe von 0,5 g Natriumacetat wird die fer- 
mentreiche EiweiBfraktion aus der iiberstehenden Lésung mit weiteren 250 ccm 
Alkohol ausgefallt. Der abzentrifugierte Niederschlag wird zweimal mit Aceton 
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das Trockenpulver wird mit 50 ccm dest. 
Wasser homogenisiert, der unlésliche Teil abgetrennt und die Phosphatase aus 
der Lésung nochmals fraktioniert mit Alkohol ausgefallt. Die Fraktion zwischen 
48 und 65 Vol.-°% Athanol wird mit Aceton gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Dieses Fermentpraparat ist in dest. Wasser leicht und vollstandig léslich und besitzt 
cine spezifische Aktivitat von etwa 1500—2000 PE pro mg N. Fiir einige Versuchs- 
serien wurde daraus ein Phosphatasetrockenpulver von etwa 4000 PE hergestellt, 
indem durch weitere fraktionierte Alkoholfallungen aus immer kleineren Volumina 
nochmals inaktive Begleitproteine entfernt wurden. 
2. Phosphatase aus Kalber- und Schweinediinndarm 

Die Herstellung dieser Praparate erfolgt gleich wie jene der Rattenphosphatase, 
nur wurde nicht der ganze Diinndarm verwendet, sondern die Schleimhaut eines 
2m langen Duodenum/Jejunum-Stiickes abgeschabt und mit 500 ccm Wasser 
homogenisiert, 








120 Plato Portmann, Bd. 309 (1957) 


B. Bestimmungen der Phosphataseaktivitat 

1. Verwendete Lésungen 

Fermentlésung: Fiir alle Versuche wird eine Ferment-Stammlésung ver- 
wendet, die 50 mg des getrockneten Phosphatasepraparates in 100 ccm bidest. 
Wasser enthalt. 

Substrat-Pufferlésung: Diese wird nach Abelin® hergestellt; sie enthalt 
0.5 ¢°% Dinatrium-£-glycerophosphat (z. A. Kodak) in einem Veronal-natrium/ 
Natriumcarbonat/Salzsaure-Puffer nach King und Delory®. Der py der Sub- 
strat-Pufferlésung wird mit einer Glaselektrode auf 9,3 eingestellt. 

Metallsalzlésungen: Verwendet werden 1-m. bis 10~8-m. Lésungen ana- 
lysenreiner Salze (Merck) von Magnesiumchlorid, Kobaltchlorid, Mangansulfat und 
Zinksulfat in bidest. Wasser. bi 

KomplexonIII-Lésungen: 0,3721 g Dinatriumsalz der Athylendiamin- 
tetraessigsiure (Komplexon III Siegfried A.G.) werden in 100 ccm bidest. Wasser 
gelést (10-2-m.) und daraus durch Verdiinnen Lésungen bis 10~8-m. hergestellt. 
Die Komplexonlésungen sind in GlasgefaiBen nicht lange bestandig und wurden 
deshalb jedesmal frisch hergestellt. 

Trichloressigsaure: Eine 25-proz. Lésung reinster Trichloressigsaure 
(Merck). 

Lésungen fiir die Phosphatbestimmung nach Fiske und Subarow 
in der Modifikation von Lohmann und Jendrassik®: 

2,5 g Ammoniummolybdatlésung in 3-n.H,SO, 

0,5 g Amidollésung (Agfa) in 5-proz. Natriumsulfit als Reduktionsmittel. 

Natriumhydrogencarbonatlésungen: 10 ?- und 10 %-m. Lésungen von 
analysenreinem Natriumhydrogencarbonat in bidest. Wasser. 


2. Versuchsbedingungen fiir die Bestimmung der Phosphataseakti- 
vitat mit und ahne Metallsalzaktivierung 

Je 2 ccm 50 mg-proz. Fermentstammlésung werden in 10-cem-MaB®kélbchen 
pipettiert. Will man die Metallaktivierung untersuchen, fiigt man die der ge- 
wiinschten molaren Konzentration entsprechenden Mengen Metallsalzlésung zu, 
indem man 1—5 cem der entsprechenden 1-m. bis 10~®-m. Lésungen zupipettiert. 
Darauf werden die MaBkélbchen mit bidest. Wasser bis zur Marke aufgefiillt, gut 
gemischt und %4—1 Stde. bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Zur Aktivitats- 
bestimmung ohne Metallsalzzugabe werden 2 ccm der Fermentstammlésung direkt 
auf 10 ccm verdiinnt. 

Fir die Fermentinkubation pipettiert man je 5 ccm der friither beschriebenen 
Substrat-Pufferlésung in Schliffreagenzgliser, die man in einen Thermostaten von 
genau 37° stellt. Nach 5—10 Min. haben diese Liésungen die Temperatur angenom- 
men, und man pipettiert nun 2 ccm der vorbereiteten Fermentlésungen zu, mischt 
gut durch und stoppt die Zeit ab. Man laBt die Fermentreaktion wahrend genau 
30 Min. ablaufen und unterbricht sie dann durch Zugabe von 2 cem 25-proz. Tri- 
chloressigsiure. Unter gutem Durchmischen kiihlt man die Lésungen ab und ent- 
nimmt der, wenn notig, filtrierten Lésung 2 cem zur Bestimmung des in Freiheit 
gesetzten Phosphors. Gleichzeitig wird der Nullwert einer genau gleich angesetzten 
Fermentlésung bestimmt, die aber sofort ohne Inkubation mit Trichloressigséure 
versetzt wird. Die durch Zugabe von 1 ccm Ammoniummolybdat- und 2 ccm 
Amidollésung in einem Endvolumen von 10 ccm entstandene Blaufirbung wird 
photometrisch (Lange-Photometer) festgestellt und der dazu gehérende Phosphor- 
wert auf einer Standardkurve abgelesen. Die Differenz: Versuchswert minus Null- 
wert wird mit dem Faktor 22,5 multipliziert und ergibt die y Phosphor, die unter 
den angewandten Bedingungen durch 1 mg des Fermenttrockenpraparates in 
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64 K. J. King u. G. E. Delory, Enzymologia {Den Haag] 8, 278 [1940]. 
6> K, Lohmann u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 419 [1926]. 
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30 Min. in Freiheit gesetzt werden. Zur Beurteilung der relativen Aktivitatsbeein- 
flussung durch die verschiedenen Metallionen bei verschiedener Konzentration wird 
die prozentuale Aktivitaitsinderung berechnet, die man erhalt, wenn die Aktivitat 
ces Fermentansatzes ohne Metallsalzzugabe gleich 100°, gesetzt wird. Diese von 
der Aktivitat der untersuchten Einzelpraparate unabhangigen und deshalb ver- 
eleichbaren Werte werden kurvenmaBig dargestellt. Jeder dieser Kurvenpunkte 
entspricht dem Mittelwert von Doppelbestimmungen von 3—5 verschiedenen Fer- 
mentpraparaten. 


3. Versuchsbedingungen zur Bestimmung der Aktivitatshemmung 
durch Komplexon III 

In 10-cem-Ma8k6élbchen pipettiert man 2 ccm der Fermentstammlésung, je 
nach der gewiinschten Komplexonkonzentration 1—5 cem einer frisch hergestellten 
10-2- bis 10-&-m. Komplexonlésung und die aquimolare Menge einer 10~?- oder 
10-3-m. Natriumhydrogencarbonatlésung, um die wihrend der Komplexbildung in 
Freiheit gesetzte Saure zu neutralis‘eren. Darauf wird mit bidest. Wasser bis zur 
Marke aufgefiillt, gemischt, und man pipettiert 2 cem davon in 5 ccm der Substrat- 
Pufferlésung von 37° und verfahrt, wie unter 2. angegeben. Die Ausgangsaktivitat 
(= 100%) wird ohne Komplexon-, aber mit Natriumhydrogenzusatz bestimmt. 


4. Versuchsanordnung zur Bestimmung der Reaktivierung durch 
Metallsalze 

Je 2cem der Fermentstammlésung, 2 cem 10~8-m. Komplexon und 2 ccm 
10-?-m. Natriumhydrogencarbonat werden in 10-ccm-MaBk6lbchen pipettiert. Zu 
allen K6lbchen — mit Ausnahme von einem, das zur Bestimmung der Komplexon- 
inaktivierung dient —fiigt man die gewiinschten ccm der zu untersuchenden Metall- 
salzlésungen zu, mischt und fiillt alle Kélbchen mit bidest. Wasser bis zur Marke 
auf. Gleichzeitig wird wieder die Ausgangsaktivitat (= 100%) von 2 ccm Ferment- 
stammlésung und 2 cem 10-2-m. Natriumhydrogencarbonat, verdiinnt auf 10 ccm, 
bestimmt. Die Inkubation von 2 ccm dieser Fermentlésungen und die Bestimmung 
des in Freiheit gesetzten Phosphors wird, wie unter 2. angegeben, durchgefiihrt. 

Die Fehlergrenze der Phosphataseaktivitatsbestimmung unter den angefiihrten 
Versuchsbedingungen betragt bei Doppelbestimmungen ungefahr -+ 5%. 


II. Arbeitsvorschrift fiir die Reinigung der alkalischen Phosphatase 
aus Kalberdiinndarmen 


A. Herstellung des Aceton-Schleimhauttrockenpulvers (STP) 

Ungefahr 2 m lange Diinndarmstiicke (Duodenum/oberes Jejunum) frisch ge- 
schlachteter Kalber werden mit Wasser ausgespiilt und flach auf eine Glasplatte 
gelegt. Durch kraftiges Ausstreichen der nicht eroffneten Dirme mit einem Messer 
gelingt es leicht, die gesamte Schleimhaut aus dem Muskelrohr auszupressen. Diese 
wird mit Aceton in einem ,,Turmix’: zerkleinert und entwassert. Der abzentri- 
fugierte Schleimhautbrei wird nochmals im ,,Turmix‘: mit frischem Aceton homo- 
genisiert und wieder abgeschleudert. Die feine, acetonfeuchte Schleimhautmasse 
wird nun zwischen Filterpapier ausgepreBt, dann von Hand zerbréckelt und einen 
Tag lang im Vakuumexsiccator iiber Calciumchlorid unter staindigem Absaugen 
mit einer Wasserstrahlpumpe getrocknet. Das angetrocknete, grobe Pulver wird 
zum drittenmal mit Aceton homogenisiert, zentrifugiert, auf Filterpapier abgepreBt 
und im Vakuumexsiccator wahrend 2—4 Tagen getrocknet, bis der Gewichts- 
verlust ungefahr 80% des Schleimhautfrischgewichtes betragt. Der Stickstoffgehalt 
des leicht briunlichen Trockenpulvers betragt dann etwa 9—10%. Aus 30 Darmen 
gewinnt man auf diese Art 4 kg Schleimhautbrei, die nach Trocknen ungefahr 750 g 
STP geben. 











122 Plato Portmann, Bd. 309 (1957) 


B. Extraktion und Reinigung der Phosphatase 
(vgl. Schema auf 8. 103) 


250 g STP werden mit 750—800 ccm n-Bucanol wihrend ungefahr 5 Min. 
im ,,Turmix*S homogenisiert, wobei eine Erwirmung iiber 40° zu vermeiden ist. 
Darauf wird sofort zentrifugiert und das Butanol abgegossen. Der butanolfeuchte 
Riickstand wird nun dreimal mit einer 0,01-m. Natriumacetat/Magnesiumacetat- 
Lésung (1500, 800 und 800 cem) im ,,Turmix‘' ausgezogen. Nach jeder Extraktion 
wird zentrifugiert und der ungeléste Riickstand fiir den neuen Auszug verwendet. 
Die drei vereinigten Extrakte (ungefaihr 2800 ccm) enthalten etwa 90% der im 
STP anwesenden Phosphatase. Unter gutem Riihren wird durch langsames Zu- 
fiigen von 6 1 95-proz. Alkohol das gesamte Ferment mit den in 65 Vol.-% Athanol 
unléslichen Proteinen ausgefallt. Der abgeschleuderte Niederschlag wird mit 750 ccm 
Wasser im ,,Turmix“ extrahiert, das Unlésliche abzentrifugiert und nochmals mit 
100 ccm Wasser ausgezogen. Zu den vereinigten Extrakten fiigt man so viel krist. 
Magnesiumacetat (etwa 92 g) zu, daB die Liésung 0,5-m. wird. Das Volumen der 
Lésung erhoht sich dabei auf ungefahr 910 ccm. Unter gutem Schiitteln gibt man 
langsam 11 95-proz. Alkohol zu und fallt bis zu dem damit erreichten Athanol- 
gehalt von 50 Vol.-%, hauptsachlich inaktive Proteine aus, die abzentrifugiert 
und verworfen werden. Nun bringt man den Athanolgehalt der iiberstehenden 


Lésung durch Hinzufiigen von 4,61 95-proz. Alkohol auf 80 Vol.-°%4. Der ent- 
stehende Niederschlag, der ungefahr 90° der Phosphatase enthalt, wird abgeschleu- 
dert und in 120 cem 0,5-m. Magnesiumacetat homogenisiert. Ohne den geringen 
unléslichen Anteil abzuzentrifugieren, wird nun eine erste Fraktion bis 55 Vol.-% 
durch langsame Zugabe von 165 cem 95-proz. Alkohol ausgefallt. Aus der zentri- 
fugierten iiberstehenden Lésung gewinnt man durch Zusatz von 475 cem Alkohol 
eine zweite Fraktion zwischen 55 und 75 Vol.-°;, Athanol. Der Niederschlag der 
ersten Fraktion enthalt oft 15—20% der Gesamtaktivitat und muB8B in diesem 
Falle nochmals mit ungefaihr 50 ccm 0,5-m. Magnesiumacetat extrahiert werden. 
Nach Abtrennung des Unléslichen wiederholt man die fraktionierte Alkoholfallung 
zuerst bis 55 Vol.-%, dann zwischen 55 und 75 Vol.-°%. Durch Vereinigung dieses 
zweiten Niederschlages mit der zweiten Hauptfraktion gewinnt man praktisch 
die gesamte Aktivitat zuriick. Die vereinigten Fallungen zwischen 55 und 75 Vol.-% 
Athanol werden in 70 ccm 0,5-m. Magnesiumacetat aufgelést und langsam 
47 ccm Aceton zugegeben. Es fallt ein kleiner, fast inaktiver, flockiger Nieder- 
schlag aus, der abzentrifugiert wird. Mit weiteren 58 ccm Aceton wird der Gehalt 
der iiberstehenden Lésung auf 60 Vol.-°% gebracht, wobei eine klebrige, die Phos- 
phatase enthaltende Fallung entsteht. Diese ist leicht in 15 cem 0,01-m. Magnesium- 
acetat léslich. Aus dieser Fermentlésung fallt man bei 35, 40, 45 und 50 Vol.-% 
Aceton vier Fraktionen aus, indem man unter Schiitteln tropfenweise aus einer 
Biirette zuerst 5 cem, nach Abzentrifugieren weitere 5, dann 2, 3 und 2,7 cem 
Aceton zur jeweils zentrifugierten, iiberstehenden Lésung gibt. Der erste und der 
letzte Niederschlag und die 50-proz. Acetonlésung enthalten zusammen nur 
ungefaihr 10%, der zweite und dritte Niederschlag dagegen etwa 70% der vor 
dieser fraktionierten Acetonfallung anwesenden Phosphatase. Je nach spezifischer 
und Gesamtaktivitaét reinigt man die zweite und die dritte oder nur die ferment- 
reichere der beiden Fraktionen weiter. Weil die spezifische Aktivitét der beiden 
Fallungen gewohnlich ziemlich verschieden ist, empfiehlt es sich auf jeden Fall, 
die beiden Niederschlage getrennt weiter zu verarbeiten. Dazu lost man sie in 
je 10 cem dest. Wasser auf und fallt sie durch Hinzufiigen von 15 cem Aceton 
(= 60 Vol.%) um. Nach scharfem Abzentrifugieren und gutem Abtropfenlassen 
der iiberstehenden Lésung lést man die beiden Niederschlage getrennt in je 4 ccm 
Wasser auf und gibt zu jeder Lésung 4,3 g krist. Magnesiumsulfat. Der bei Sattigung 
entstehende feine Niederschlag wird auf einer Glasfritte abgesaugt und mit gesatt. 
Magnesiumsulfatlésung gewaschen. Nach mdglichst vollstaindigem Absaugen der 
Lésung wird der Niederschlag auf dem Filter in 3 cem dest. Wasser gelést und 
durch das gleiche Filter in ein neues GefiB abgesaugt. Nach Nachwaschen der 
Glasfritte mit 2 cem Wasser erhalt man ungefahr 5 ccm einer leicht triiben Ferment- 

















Bd. 309 (1957) Zur Kenntnis der alkalischen Darmphosphatase 123 


Josung, die man am besten fiir einige Tage im Eisschrank stehen laBt, wobei sich 
der gréBte Teil der Triibung in zentrifugierbarer Form absetzt. Nach Abschleudern 
dieser Fallung dialysiert man die Lésung wahrend 6—8 Stdn. gegen 0,02-m. Magne- 
siumacetat, um das in hoher Konzentration anwesende Magnesiumsulfat zu ent- 
fernen. Gleichzeitig wird auch noch eine kleine Menge dialysabler Stickstoffverbin- 
dungen entfernt, und es bildet sich eine geringe EiweiBflockung. Deshalb wird die 
Lésung durch Celite klar filtriert; sie besitzt dann eine spezif. Aktivitat von 
360000—440000 PE pro mg Stickstoff. 

Obwohl die gute Reproduzierbarkeit dieser Methodik in etwa 10 verschiedenen 
Versuchen mit Ansatzen von 250 g bis 2,5 kg Schleimhauttrockenpulver iiberpriift 
wurde, muB dennoch jede Fraktion jeder Reinigungsstufe durch Stickstoff- und 
Aktivitatsbestimmungen analysiert werden, damit Verluste durch eine andere 
Fermentverteilung vermieden werden kénnen. Unter diesen Bedingungen betragt 
die Fermentausbeute auch bei groBen Ansitzen 30—35°% der im STP anwesenden 
Phosphatase. 

(. Methodik derAktivitats- und Stickstoffbestimmung wahrend der 
Phosphatasereinigung 
1. Aktivitatsbestimmung 

a) Herstellung der Substrat-Pufferlésung: 0,612 g Dinatrium--glyce- 
rophosphat (2 mMol), 1,03 g Veronal-natrium (5 mMol) und 0,215 g krist. Magne- 
siumacetat (1 mMol) werden in 80 ccm glas-bidestilliertes Wasser aufgelést und 
die Lésung durch Zugabe von einigen Tropfen 1-n. oder n/10-NaOH bzw. 1-n. oder 
n/10-HCl mit Hilfe einer Glaselektrode genau auf py 9,8 eingestellt. 


Ferment-Verdiinnungsschema. 














Fermentlésung Verdii ia 1 cem (1 g) ee . 
val. 8. 103 erdiinnungsmodus venient: te umsatz in 
10 Min. (%) 
STP 1 g in 20 cem 
1 cem in 20 ccm 1 g in 400 cem 1,06 
2 cem in 20 cem 1 g in 200 ccm 2,11 
Fraktion 2 1 cem in 50 ccm 1 cem in 50 cem 1,62 
1 cem in 25 cem 1 cem in 25 cem 2,98 
Fraktion 6 0,5 cem in 200 cem 1 cem in 400 cem 0,66 
0,5 cem in 100 cem 1 cem in 200 ccm 1,16 
Fraktion 8 0,1 cem in 250 cem 1 cem in 2500 cem 0,78 
0,2 cem in 250 ecm 1 cem in 1250 ccm 1,3 
Fraktion 11 0,05 eem in 500 cem 1 cem in 10000 cem 0,56 
0,05 cem in 250 eem 1 cem in 5000 cem 1,0 
Fraktion 14 0,05 cem in 500 ccm 1 cem in 10000 cem 1,01 
0,05 cem in 250 ecm 1 cem in 5000 cem 1,83 
Fraktion 17 0,05 cem in 1000 cem | 1 cem in 20000 cem 1: 
(bzw. 18) 0,05 cem in 500 cem 1 cem in 10000 ccm 2,1 
Fraktion 23 0,05 cem in 500 cem 1 cem in 10000 cem 0,93* 
0,05 cem in 250 cem 1 cem in 5000 ccm 1,71 
Fraktion 25 0,05 cem in 500 ccm 1 cem in 10000 cem 0,52 
0,05 cem in 250 ccm 1 cem in 5000 ccm 1,08 
0,05 cem in 2000 cem | 1 cem in 40000 cem 0,73 
0,05 eem in 4000 cem | 1 cem in 80000 cem 0,37 





* Umsatz in 5 Min, bei Fraktionen 23 und 25, 
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b) Fermentlésungen: Die Aktivitatsbestimmungen werden nur dann zu- 
verlassig, wenn die Fermentverdiinnung so gewahlt wird, daB bei allen Fraktionen, 
unabhangig von der Reinheit des Enzyms, ein méglichst konstanter Substrat- 
umsatz erreicht wird, der in 10 Min. héchstens 1—2°, des Substrates betragen soll. 
Um diesen Bedingungen bei allen Reinigungsstufen zu geniigen, miissen die im 
Laufe der Aufarbeitung erhaltenen Fermentlésungen immer starker verdiinnt 
werden, da der Phosphatasegehalt pro cem Enzymlésung wahrend der Reinigung 
um das Mehrhundertfache ansteigt. Es wurde daher ein Verdiinnungsschema fiir 
jede einzelne Fraktion ermittelt, das aber, besonders bei den reinsten Praparaten, 
je nach der vorliegenden Fermentkonzentration sinngemaB abgeandert wurde. Es 
wurden zwei parallele Aktivitétsbestimmungen jeder Fraktion ausgefiihrt, indem 
die beiden Verdiinnungen jeder Fermentlésung, die im vorangehenden Schema an- 
gefiihrt sind, inkubiert wurden. Die Verdiinnung der Enzymlésungen wurde immer 
mit 0,01-m. Magnesiumacetat vorgenommen und gewohnlich in mehreren Stufen 
ausgefiihrt: z. B.: 1. Verdiinnung: 0,05 cem werden auf 200 ccm verdiinnt; 2. Ver- 
diinnung: 1 cem dieser Lésung wird nochmals auf 10 ccm verdiinnt. Die Gesamt- 
verdiinnung betragt demnach 0,05 cem in 2000 ccm oder 1 cem der in der be- 
treffenden Fraktion erhaltenen Fermentlésung in 40000 cem. 

c) Inkubation: Zu 8 cem der Substrat-Pufferlésung, die im Thermostaten 
auf genau 38 vorgewaérmt wurden, pipettiert man 2 ccm der nach obigem Schema 
verdiinnten Fermentlésung zu. Die Zeit dieser Zugabe wird abgestoppt, die Reak- 
tionsmischung gut durchgeschiittelt und waihrend 10 Min. (bei den reinsten Prapa- 
raten 5 Min.) bei 38° inkubiert. Dann wird die Reaktion durch Zupipettieren von 
2cem 25-proz. Trichloressigsiure unterbrochen und die Menge des in Freiheit 
gesetzten Phosphates in 2 cem der, wenn ndétig, filtrierten Lésung photometrisch 
bestimmt (vgl. S. 120). Daraus wurde die Phosphataseaktivitat pro cem der nicht 
verdiinnten Fermentlésung und pro Minute Inkubation berechnet, indem das Mittel 
der fiir die beiden Fermentverdiinnungen erhaltenen Aktivitatswerte eingesetzt 
wurde. . 

2. Stickstoffbestimmung: Die Bestimmung des Stickstoffs wurde immer 
doppelt bis dreifach mit einer Halbmikromethode nach Kjeldahl ausgefiihrt. Ein 
0,2—0,5 mg N enthaltendes Volumen der Enzyml(sing wurde mit 2 ccm konz. 
Schwefelsiure und 3 Tropfen 10-proz. Kupfersulfatlésung wahrend 6—8 Stdn. 
verascht. Den gebildeten Ammoniak destillierten wir in einer kurz vorher mit 
Wasserdampf durchspiilten Apparatur in 0,01-n. HCl und titrierten die nicht ver- 
brauchte Séure mit 0,01-n.NaOH aus einer Mikrobiirette zuriick. Als Indikator 
diente eine Mischung von Methylrot und Methylenblau. Bei den reinsten Prapa- 
raten wurden zusiétzliche VorsichtsmaBnahmen fiir eine genaue Bestimmung ge- 
troffen: 

1. Parallel zum Praparat-Ansatz wurden zwei Blindproben mit dest. Wasser 
und den gleichen Mengen der Reagenzien ,,verascht** und die eine vor, die andere 
nach der Substanzprobe destilliert, um evtl. vorhandene Ammoniakspuren zu er- 
mitteln und den Sauretiter unter den Analysenbedingungen zu iiberpriifen. 

2. Die Sauredifferenz wurde jodometrisch bestimmt: 5 (10) cem einer 4%, 
Kaliumjodat enthaltenden 0,01-n.HCl wurden als Auffangfliissigkeit des Ammo- 
niaks gebraucht und die freigebliebene Saure nach Zugabe von iiberschiissigem, 
festem Kaliumjodid und 2 Tropfen 1-proz. Starkelésung aus einer Mikrobiirette 
mit 0,01-n. Natriumthiosulfatlésung zuriicktitriert. 

Wir berechneten den Stickstoffwert eines ccm der unverdiinnten Ferment- 
lésung und ermittelten daraus und aus dem Mittelwert der Aktivitaét eines ccm 
der gleichen Fermentlésung pro Minute die spezif. Aktivitat (PE/mg N). 


Ill. Arbeitsmethoden zur Bestimmung der Eigenschaften der ge- 
reinigten alkalischen Phosphatase aus Kalberdiinndarmen 


A. Aktivitatsbestimmung 
Zur exakten Priifung der spezifischen Aktivitat unserer reinsten Phosphatase- 
praparate und zu ihrem Vergleiche mit dem bisher reinsten bekannt gewordenen 
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Praparat von Morton haben wir sie unter den gleichen Bedingungen gemessen, 
die Morton*®® angibt. Die allgemeine Methodik bleibt dieselbe, wie unter C. 1. 
angegeben, doch wurde nur 5 Min. inkubiert und die Fermentverdiinnung so ge- 
wihlt, daB in dieser Inkubationszeit weniger als 1% des Substrates umgesetzt 
wird. Die fiir ein Praparat von 380000—420000 PE/mg N nétigen Verdiinnungen 
sind auf Seite 123 als letzte Beispiele der Fraktion 25 angefiihrt. 


B. Aktivitits-pH-Kurve und ¢y-Optimum 


Verwendete Apparatur: TitriergeféB mit 5 Normalschliffen, versehen 
mit Magnetstaibchen, Glaselektrode, Bezugselektrode, Thermometer (auf 0,1° 
genau), Mikrobiirette und einem Schliffstopfen. Diinnwandige Glasschale als 
Wasserbad, versehen mit einem Magnetstaibchen als Riihrer. Magnetriihrer mit 
Heizplatte (Apparaturen von Metrohm A.G., Herisau). 

Die Heizplatte und der Magnetriihrer wurden bei 130 statt bei 220 Volt 
betrieben, was eine geniigende Regulierung der Wasserbadtemperatur auf 38 + 0,1° 
erlaubte, unter der Bedingung, daB durch ein separates rotierendes Magnetstabchen 
sowohl im Wasserbad wie im ReaktionsgefaB fiir gute Durchmischung gesorgt 
wurde. Das ,,Tena‘‘-py-MeBgerait gab unter diesen Arbeitsbedingungen nur dann 
genaue pH-Werte, wenn eine spezielle Erdung an das Stativ des ReaktionsgefaBes 
angebracht wurde. 


Substrat-Pufferlésung: 3,06 g Dinatrium--glycerophosphat (10 mMol), 
5,15 g Veronal-natrium (25 mMol) und 1,075 g krist. Magnesiumacetat (5 mMol) 
wurden mit bidest. Wasser zu einem Endvolumen von 490 ccm gelést. 


Fermentlésung: 0,05 ccm einer Fermentlésung von ungefahr 360000 PE/mg 
N wurden mit 0,01-m.Magnesiumacetat auf 200 ccm verdiinnt. 


Ferment-Reaktionsansatz: Das Reaktionsgefa8 wird mit 49 cem der 
Substrat-Pufferlésung beschickt, auf 38 vorgewarmt und in das durch die Heiz- 
platte des Magnetriihrers auf genau 38 erwarmte Wasserbad gebracht. Wenn das 
Thermometer im ReaktionsgefaB anzeigt, daB die Substrat-Pufferlosung die Tempe- 
ratur von 38 angenommen hat, wird der gewiinschte py-Wert dieser Lésung 
durch Zugabe von NaOH oder HCI (1-n. baw. 0,1-n.) bei 38° eingestellt und wahrend 
der Reaktionszeit aufrechterhalten. Man pipettiert nun 1 ccm der verdiinnten 
Fermentlésung in die mit dem Magnetstabchen geriihrte Substrat-Pufferlésung, 
hbeobachtet Temperatur und py-Konstanz und nimmt nach genau 5 (10) Min. 10 cem 
des Reaktionsgemisches heraus, die man sofort in 2 cem 25-proz. Trichloressigsiure 
pipettiert und das in Freiheit gesetzte Phosphat, wie friiher beschrieben, photo- 
metrisch ermittelt. 


C. Bestimmung des Hexose- und Hexosamingehaltes 


a) Hexosenbestimmung nach der Anthron-Methode: Die Hexosen 
wurden in jeder einzelnen Fraktion, die wihrend der Phosphatasereinigung anfallt, 
und besonders in den reinsten Fermentpraiparaten in doppeltem Ansatze so be- 
stimmt, daB das Eiwei8 eines aliquoten Teils der Lésung nach den Angaben von 
v. Holt®® mit absol. Alkohol ausgefallt, die abgeschleuderte Fallung mit Alkohol 
ausgewaschen und der nochmals zentrifugierte Niederschlag in 1-proz. Kochsalz- 
lésung oder in 0,01-n. NaOH gelést wurde. Diese Modifikation nach Winzer*, 
die darin besteht, daB man den Niederschlag statt in Kochsalzlésung, in der er 
oft (auch bei Serumbestimmungen) unléslich ist, in NaOH lost, hat sich gut be- 
wahrt, weil die in unseren Fraktionen besonders zu Beginn anwesenden Gewebs- 
proteine darin fast ganz léslich sind. Dies gestattet bedeutend genauere Analysen 
als jene mit den in Kochsalzlésung erhaltenen Suspensionen, deren Homogenitat 
nie ganz gesichert ist. Bei den reineren und reinsten Phosphatasepraparaten kann 
man den Niederschlag ebensogut in einer 1-proz. Kochsalzlésung aufnehmen, da 
(liese Proteine auch nach Ausfillen mit Alkohol véllig wasserléslich bleiben. 
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Mit 1 ccm der erhaltenen Liésung wurde die Anthron-Zucker-Reaktion nach 


den Vorschriften von v. Holt®® bzw. Siidhof et al.®? ausgefiihrt und die Intensitat | 


der Griinférbung gegen den miterhitzten Reagenzien-Nullwert in einem Lange- 
Photometer gemessen (Filter mit Maximum um 644 my). 

Die Eichkurve wurde mit Lésungen von einem Gemisch Galaktose-Mannose 
1:1 zwischen Konzentrationen von 10 bis 100 y pro ccm aufgenommen, wobei 
fiir jede Konzentration der Mittelwert von ungefahr 10 Einzelbestimmungen be- 
stimmt wurde. 

b) Hexosenbestimmung nach der Orcin-Methode: In einigen Fallen 
wurde der Zuckergehalt nach dieser Methode bestimmt, besonders bei den reinsten 
Praparaten, um eine unabhangige Kontrolle des mit der Anthron-Methode er- 
haltenen Zuckerwertes zu bekommen. Die Eiweiffallung wurde wie unter a) an- 
gegeben durchgefiihrt und der Hexosegehalt in einem ccm der Lésung des Protein- 
niederschlages genau nach den Angaben von Siidhof et al.® festgestellt. 

c) Hexosaminbestimmung: Die Hydrolyse der gefallten Proteine und die 
Bestimmung ihres Hexosamingehaltes wurden genau nach der Vorschrift von 
Winzler®*® ausgefiihrt. Die gebildete Farbintensitat bestimmten wir bei 530 mu 
in einem Beckman-Spektralphotometer, Modell DU. Die analysierte Substanz- 
menge wurde so gewahlt, daB die prozentuale Durchlassigkeit der schwachst ge- 
farbten Lésung nie gréBer war als 90%, meistens aber 50—80% betrug. Je nach 
Fraktion sind dazu 0,2—1,0 cem Lésung nétig, deren Proteine mit 8 bzw. 40 cem 
95-proz. Alkohol gefallt wurden. Wenn fiir die Hydrolyse dieser Niederschlag von 
einem groBen Zentrifugenglas in ein kleineres Hydrolysenréhrchen iiberfiihrt werden 
muBte, lieBen sich kleine Substanzverluste nicht vermeiden. Sonst war die Uber- 
einstimmung der Resultate bei Doppelbestimmungen zufriedenstellend. 


D. Bestimmung der Substratspezifitat 
der gereinigten Darmphosphatase 


Verwendete Substrate: 
Dinatrium-monophenylphosphat (B.D.H. Laboratory 


Reagent) in einer Substratkonzentration von 0,02 Mol/l 
Cori-Ester (Fluka A.G.) 0,02 Mol/l 
Adenosin-5-phosphat (Fluka A.G.) 0,02 Mol/l 
Diphenylphosphat (Sigma) 0,05 Mol/l 
Kephalin (Fluka A.G.) 0,002 Mol/I 
Natriumpyrophosphat 0,001 Mol// 


Adenosin-5-diphosphat (Fluka A.G.) 0,01 Mol/l 


Die Aktivititsbestimmungen erfolgten genau gleich wie mit -Glycerophos- 
phat, indem dieses durch die oben angefiihrten Substrate ersetzt wurde. Die Sub- 
stratkonzentrationen im Fermentansatz entsprachen der angegebenen Molaritat. 
Im allgemeinen wurde das freibesetzte Phosphat bestimmt, bei Phenylphosphat 
auch das gebildete Phenol. Die beiden Bestimmungen gaben unter der Beriick- 
sichtigung, daB 1 mg Phosphor 3,03 mg Phenol oder | mg Phenol 0,33 mg Phosphor 
entspricht, eine gute Ubereinstimmung, wie das folgende Beispiel zeigt: 

Eine Fermentlésung setzte aus Phenylphosphat pro ccm in 5 Min. Inku- 
bationszeit 720 mg P/Min., bei einer Inkubationsdauer von 10 Min. 630 mg P/Min. 
und bei einer solchen von 20 Min. 555 mg P/Min. in Freiheit. Wenn das gebildete 
Phenol bestimmt und auf Phosphor umgerechnet wurde, erhielt man die folgenden 
Werte: 670 mg P, 600 mg P und 553 mg P/Min. in Freiheit gesetzt. Bei allen diesen 
Untersuchungen wurde immer ein paralleler Versuchsansatz mit 6-Glycerophosphat 
durchgefiihrt. Der Vergleich zeigte, da Phenylphosphat, Coriester und Adenyl- 
siure durch unsere gereinigten Praiparate praktisch gleich schnell wie 6-Glycero- 
phosphat gespalten wurden. Dagegen wurden Diphenylphosphat und Kephalin 
auch mit 100-fach héheren Fermentkonzentrationen nicht hydrolysiert. Auch bei 
ADP konnte keine Spaltung nachgewiesen werden, wahrend bei Natriumpyro- 
phosphat wegen des hohen Blindwertes unseres verwendeten Salzes nicht sicher 
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entschieden werden konnte, ob mit hohen Fermentkonzentrationen und langen 
Inkubationszeiten nicht doch eine kleine Spaltung erfolgt, die aber auch dann 
unter 1% des Substrates blieb. Bei den gew6hnlich verwendeten Fermentkonzen- 
trationen konnte auch bei Natriumpyrophosphat keine Spaltung nachgewiesen 
werden. 


KE. Bestimmung 
der Metallaktivierbarkeit der gereinigten Phosphatase 


Diese Bestimmungen wurden genau so wie die Aktivitaitsbestimmungen mit 
(-Glycerophosphat als Substrat durchgefiihrt, wobei verschiedene Konzentrationen 
von Magnesiumacetat und der anderen untersuchten Metallsalze in der Substrat- 
Pufferlésung so berechnet wurden, daB die gewiinschte molare Endkonzentration 
nach Zugabe von 2 ccm der Fermentlésung zu 8 ccm der Substratlésung erreicht 
wurde. Die Aktivitaét der verdiinnten Fermentlésung ohne Magnesiumacetatzusatz 
wurde gleich 100% gesetzt und entspricht schatzungsweise einer Magnesiumionen- 
konzentration von 10-7 bis héchstens 10-® Mol, weil der Fermentstammlésung 
zur Haltbarkeitserhéhung etwas Magnesiumacetat zugesetzt worden war. 


F. Ubrige Untersuchungen der Fermentreinheit 
unserer Phosphatasepraparate 

a) Elektrophorese: Die elektrophoretische Einheitlichkeit wurde papier- 
elektrophoretisch bei py 4,5; 6,5; 7,5; 8,6; und 10,0 gepriift, wobei Veronal-Acetat-, 
Borat- und Acetat-Puffer von w ungefahr gleich 0,1 verwendet wurden. Als Appa- 
ratur stand uns ein ,,Elphor-Gerat‘‘ nach GraBmann und Hannig® als Leihgabe 
der Ciba A.G., Basel, zur Verfiigung. Bei Praiparaten bis zu 240000 PE/mg N konnten 
Spuren von Begleitproteinen neben der Hauptbande angefarbt werden. Die Priapa- 
rate von 280000 und mehr PE/mg N wiesen dagegen nur noch eine scharf begrenzte 
KiweiBfraktion auf. 

b) UV-Absorptionsspektren der gereinigten Phosphatase: Das 
mit einem Beckman-Spektralphotometer DU gemessene UV-Spektrum eines unserer 
reinsten Phosphatasepraparate (380000 PE/mg N) ergab eine fiir Proteine charak- 
teristische, absteigende Absorption bei 220—230 my, dann ein Minimum bei 
247,5 mu und wieder ansteigend ein Maximum bei 272,5 mu. Bei der Absorptions- 
kurve, die Morton*® fiir sein Praparat von 83500 PE/mg N angibt und die unserer 
Kurve im wesentlichen gleicht, stellt man eine etwas andere Lage des Minimums 
und Maximums fest, die bei 255 mu und 278 mu liegen. 


Zusammenfassung 


1. Die alkalische Darmphosphatase von Ratte, Schwein und Rind 
wird durch das Dinatriumsalz der Athylendiamin-tetraessigsiure (Kom- 
plexon IIT) sofort und vollstindig glhhemmt. Die Aufhebung dieser Hem- 
mung durch Zusitze von Magnesium-, Mangan- oder Kobaltsalzen rege- 
neriert das voll aktive Ferment. Das Komplexon III kann deshalb die 
Dialyse bei Studien der Metallaktivierbarkeit vorteilhaft ersetzen. 

2. Auf das quantitativ verschiedene Verhalten der Darmphospha- 
tase von Ratte, Schwein und Rind bei der Aktivierung durch Metall- 
ionen wird hingewiesen. 

3. Es wird die Herstellung einer elektrophoretisch cinheitlichen 
alkalischen Darmphosphatase aus Kialberdiinndarmen beschrieben, deren 


spezifische Aktivitaét ungefahr 400000 PE pro mg N und Minute betragt. 


66 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 
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4. Einige Eigenschaften dieser gereinigten Phosphatase werden an- 
gegeben. 

5. Der Zucker- und Hexosamingehalt der Phosphatasepriparate 
wurde bei allen Reinigungsstufen bestimmt, wobei sich eine relative 
Zunahme des Hexosamingehaltes parallel zur Steigerung der spezifischen 
Aktivitat ergab. Ob dieses Hexosamin Strukturelement des Phosphatase- 
molekiils ist, konnte noch nicht mit Sicherheit festgestellt werden. 


Summary 


1. Rat, porcine and bovine alkaline intestinal phosphatase under- 
goes immediate and complete inactivation by the action of the disodium 
salt of ethylendiamine tetra-acetic acid (Complexone III). The enzyme 
is completely reactivated by the addition of magnesium, manganese 
and cobalt salts. Complexone III can thus usefully replace dialysis in 
studies concerning activation by metals. 

2. Attention is directed to quantitative differences in the behaviour 
of rat, porcine and bovine intestinal phosphatase when activated by 
metal ions. 

3. The preparation of an electrophoretically homogeneous alkaline 
intestinal phosphatase from calf small intestine is described. The enzyme 
has a specific activity of approximately 400000 phosphatase units per mg 
of nitrogen per min. 

4. Some properties of the purified phosphatase are described. 

5. The sugar and hexosamine contents of the phosphatase prep- 
arations have been determined at all stages of purification. An increase 
of the hexosamine content was observed parallel with the increase in the 
specific activity. It was not possible to state whether hexosamine is a 
structural unit of the phosphatase molecule. 
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Auftrennung des bei der Ribonucleaseverdauung 
anfallenden héhermolekularen Anteils (Core) 
der Ribonucleinsaure durch Papierelektrophorese 
Von 
Christoph Scholtissek 


Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universitit Heidelberg 
(Direktor Prof. Dr. H. Lettré) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 1. Juni 1957) 


LaBt man auf Ribonucleinsiure (RNA) bei po 5—8 Ribonuclease 
(RNAse) einwirken, so verbleibt immer ein nicht verdaubarer, nicht 
gegen dest. Wasser dialysierbarer und mit Trichloressigsiure (TCA) aus- 
fallbarer Riickstand, genannt Core?, der bisher nicht weiter aufgetrennt 
werden konnte. Die durchschnittliche Molekelgr6Be wurde je nach Aus- 
gangsmaterial und Gewinnung als Tetra-? oder als Hexanucleotid® an- 
gegeben. Auffallend ist, da8 dieses Core einen viel héheren Puringehalt 
besitzt als die RNA selbst und gegen konz. Natriumchloridlésung dialy- 
sabel ist, nicht aber gegen dest. Wasser?. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Auftrennung des Core bei 
pu 9,0 mit Hilfe der Papierelektrophorese in zwei Banden beschrieben, 
die sich mit Gallocyanin-Chromalaun anfiarben lassen. Die Gallocyanin- 
Anfirbungsmethode‘, bisher nur in der Histologie angewandt, wurde 
dabei auf die Papierelektrophorese iibertragen. Ich habe diese Methcde 
hier durch Arbeiten von Frau Dr. R. Lettré und Frau Dr. W. Siebs 
an Gewebekulturen kennengelernt. Weiterhin wird das in zwei Banden 
aufgetrennte Core auf seinen Purin- und Pyrimidingehalt und auf die 
Dialysierbarkeit gegen verschiedene Salz- und Harnstofflosungen 
untersucht. 

Substanzen und Methoden 

Ribonucleinsiure (RNA) aus Hefe der Firma Boehringer, Ingelheim, 
durch mehrmaliges Umfallen gereinigt®. Ein anderes Praparat der Firma Merck, 
Darmstadt, wurde durch Dialyse gegen Phosphatpuffer py 5,2 gereinigt. 

Desoxyribonucleinsaure (DNA) der Firma Crasselt, Kiel-Wik. 

Krist. Ribonuclease (RNAse) aus Rinder-Pankreas isoliert® (dargestellt 
von Herrn Dr. W. Sachsenmaier im hiesigen Institut). 


1 E. Chargaff u. J.N. Davidson, The Nucleic Acids, Academic Press, 
New York, I, 8. 558—576 (1955). 

2 R. Markham u. J. D.Smith, Biochem. J. 52, 552 [1952]. .« 

3 K. K. Reddi u. C. A. Knight, J. biol. Chemistry 221, 629 [1956]. 

4 L. Einarson, Acta pathol. microbiol. scand. 28, 82 [1951]. 

5 M. Kunitz, J. gen. Physiol. 24, 15 [1941]. 
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Krist. Desoxyribonuclease (DNAse) der Firma Serva, Heidelberg. 
Papierelektrophorese in der Anordnung nach Turba und Enenkel®’, An- 

farbung der Nucleinséuren mit Methylgriin-Pyronin nach Unna§. 


Anfarbung mit Gallocyanin-Chromalaun 

Hersteliung der Farbelésung®: 10 g Chromalaun, gelést in 200 com Wasser, 
wurden unter Schiitteln mit 0,3 g Gallocyanin versetzt. Es wurde langsam erhitzt 
und 24 Stdn. unter Riickflu8 gekocht, danach kalt filtriert und mit 1l-n. HCl bzw. 
NaOH auf py 1,1 (A) bzw. px 3,4 (B) gebracht. 

Die getrockneten Papierstreifen wurden 15 Min. in der Farbstofflésung 
gebadet und bei A 3mal je 5 Min. bei B 4mal je 10 Min. in Methanol, dem 5% Eis- 
essig zugesetzt waren, entfarbt. Mit Vorteil verwendete man zur Vermeidung von 
Fleckenbildung die beiden letzten Waschlésungen fiir die erste Entfirbung der 
folgenden Elektrophoresepapiere. 

Fallung des Core mit Trichloressigsaure (TCA) entspr. Reddi und Knight*: 
10 ccm einer 2-proz. RNA (1% KHCO,) lie’ man mit 50 y/ecm RNAse 15 bzw. 
36 Stdn. verdauen (Raumtemperatur), kiihlte auf 0° ab und gab 1,6 ccm 40-proz. 
TCA zu. Nach Istdg. Aufbewahren bei 0 wurde zentrifugiert, 2mal mit 6-proz. 
TCA und Imal mit 96-proz. Athanol gewaschen und getrocknet. 

Das Produkt wurde in wenig 1-proz. KHCO,-Lésung aufgenommen und der 
Elektrophorese unterworfen. Man schnitt die Banden aus, eluierte, dialysierte 
kurz gegen dest. Wasser, dampfte ein und hydrolysierte’ mit 70-proz. HClQO,. 
Hydrolyse und Chromatographie (Propanol-(2)/HCl, 65:35) wurden nach Crosbie 
Smellie und Davidson” durchgefiihrt, ebenso die quantitative Bestimmung 
der Purine und Pyrimidine (Elution der auf dem Chromatogramm durch Photo- 
printverfahren gekennzeichneten Flecken mit n/10-HCl und Absorptionsmessung 
im UV-Licht). 

Die Fermentlésungen der DNA und DNAse wurden wie oben angesetzt und 
enthielten auBerdem 0,005-m. MgSO, (keine TCA-Fallung). 

Zur Dialyse wurden die Ansatze in Cellophanschlauchen 48 Stdn. bis 6 Tage 
in die 100fache Menge Wasser bei 4° bzw. bis zu 4-n.NaCl-, bis zu 50-proz. Harn- 
stoff- oder 0,25-proz. KHCO,-Liésung oder Phosphatpuffer nach Sérensen, 
pu 5,2, bei Raumtemperatur gehingt und mit Toluol abgedeckt. Die Dialysate 
wurden stark eingeengt und zur Entfernung der Salze kurz gegen dest. Wasser 
dialysiert, wobei die AuBenfliissigkeit sehr oft gewechselt wurde, um gréBere Ver- 
luste an Polynucleotiden zu vermeiden. 


Ergebnisse 


Ein vollstindig verdauter Fermentansatz von RNA lieB sich nach 
Trennung in der Papierelektrophorese, die bei py 9,0 (Veronalpuffer) 
durchgefiihrt wurde, mit Methylgriin-Pyronin bzw. Gallocyaninlésung A 
(bei pq 1,1) bis auf einen auBerordentlich schwachen Schleier nicht mehr 
anfarben. Nach Erhohung des pq-Wertes der Gallocyanin-Farbelésung 
auf 3,4 (B) wurden 2 gut voneinander getrennte Banden sichtbar, bei 
denen die hintere weit intensiver gefarbt war als die vordere (Serum- 
eiweiBe lieBen sich auf diese Art nicht anfirben). Die vordere Bande 
hatte die gleiche Lage wie die nicht verdaute RNA, unterschied sich 
aber von dieser durch ihre Nichtanfarbbarkeit mit Gallocyanin bei 


6 F. Turba u. H.J. Enenkel, Naturwissenschaften 37, 93 [1950]. 

7 C.Scholtissek, Z. Krebsforsch. 61, 309 [1956]. 

8 C. Scholtissek, Z. Krebsforsch. 61, 578 [1957]. 

® U.Stenram, Exp. Cell Research 4, 383 [1953]. 

10 G. W. Crosbie, R. M.S. Smellie u. J. N. Davidson, Biochem. J. 54, 
287 [1953]. 
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pu l,l. Die langsame Entstehung der zweiten Bande konnte sehr schén 
verfolgt werden durch einen sehr geringen Fermentzusatz (0,5 y/cem) 
zur RNA-Losung (1-proz.) und bei Durchfiihrung von Elektrophoresen 
nach verschieden langen Einwirkungszeiten. Nach Zusatz von 0,5-n. 
NaOH versagte die Anfairbbarkeit mit den oben erwihnten Reagenzien 
nach wenigen Stunden. Bei der Dialyse gegen dest. Wasser wanderte nur 
ein verschwindend kleiner Teil der Substanzen aus der hinteren Bande in 
die AuBenflissigkeit, wahrend sich durch ,,fraktionierte Dialyse“ gegen 

nehmend konzentrierte NaCl-Lésungen die Substanzen der vorderen 
Bande immer starker anreichern lieBen (Innenfliissigkeit). Beim Harn- 
stoff waren erheblich héhere Konzentrationen fiir einen ahnlichen Effekt 
nétig. Nach groben Schatzungen betrug das Verhaltnis hintere Bande 





Abb. 1. Papierelektropherogramm des Core der RNA. Laufzeit 8 Stdn.; Veronal- 
puffer pp 9,0; 5 Volt/em, 0,4 mA, Anfarbung mit Gallocyaninlésung B. 


zur vorderen auf Grund der Farbintensitaét beim normalen Ferment- 
ansatz etwa 2:1, das sich durch Dialyse gegen dest. Wasser nicht sichtbar 
anderte. Bei 4-n. NaCl kehrte sich das Verhaltnis zu etwa 1:2 um, 
wahrend mit einer 50-proz. Harnstoff- oder einer 0,25-proz. KHCO,- 
Lésung oder einem Phosphatpuffer nur eine Anreicherung von etwa 1:1 
gelang. Ein gleiches Ergebnis wurde bei der TCA-Fallung erzielt (Ver- 
haltnis etwa 1:1). Umgekehrt wurde eine Anreicherung der Substanzen 
aus der hinteren Bande in den Dialysaten bzw. dem Uberstand der 
TCA-Fallung erreicht, wobei aber immer noch nach der Auftrennung in 
der Elektrophorese die vordere Bande sichtbar wurde. 

Wurde die RNAse (0,5—1 y/eem) erst im Dialyseschlauch zur RNA 
(1-proz.) zugesetzt, so konnte das Dialysat (Phosphatpuffer oder 0,25- 
proz. KHCO,-Lésung) nach der Aufarbeitung nicht mehr mit Hilfe der 
Papierelektrophorese in zwei Banden aufgetrennt werden (Gallo- 
cyanin B). AuBerdem lieB es sich, wenn auch recht schwach, mit Gallo- 
cyanin A anfairben. Erst wenn man neuerdings RNAse zusetzte oder 
diese sich bereits in der AuBenfliissigkeit befand, wurden beide Banden 
sichtbar. 

Zum Vergleich wurde RNA (1-proz.) mit 0,l-n. NaOH bei Raum- 
temperatur abgebaut und nach verschiedenen Einwirkungszeiten der 
Elektrophorese unterworfen. Nach etwa 6 Stdn. dehnte sich die Bande 
iiber den Raum aus, den bei der Fermentverdauung die beiden getrennten 
Banden begrenzen (Gallocyaninfirbung B). Nach 24 Stdn. lie® sich mit 
der Gallocyaninlésung A nichts mehr sichtbar machen, wahrend mit 

Q* 
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der B-Lésung die Anfirbung, wenn auch geschwacht, noch gelang. Eine 
Auftrennung in zwei Banden war praktisch nicht wahrzunehmen. 

AuBerdem wurde das Verhalten des Core im elektrischen Feld bei 
verschiedenen py-Werten untersucht. Eine verbreiterte Bande, jedoch 
keine Auftrennung, wurde beobachtet bei einem n/20-Formiatpuffer 
vom py 3,5, einem m/10-Veronalpuffer vom py 7,8 und 8,2. Erst bei 
einem m/10-Veronalpuffer vom py 8,6 traten zwei getrennte Banden auf. 

Als die fermentverdaute RNA auf dem Papier erst mit der Gallo- 
cyaninlésung B angefirbt und dann der Elektrophorese unterworfen 
wurde, war auch bei Anwendung verschiedener Pufferlosungen keine 
Wanderung festzustellen. 

Bei den DNA-Fermentansitzen lie sich das Core nicht weiter in 
der Elektrophorese auftrennen. Ebenso blieb die Anfarbbarkeit mit der 
Gallocyaninlésung A trotz Fermenteinwirkung (60 y/cem, 48 Stdn. bei 
Raumtemperatur) bestehen, wenn auch abgeschwacht. 

Das durch TCA-Fallung gewonnene Core der RNA-Verdauung 
wurde mit Hilfe der Elektrophorese in die zwei Banden getrennt und 
diese jede fiir sich auf ihren Purin- und Pyrimidingehalt untersucht?®. 
Das Ergebnis ist in der Tabelle in Form der Quotienten der Purin- und 
Pyrimidin-Werte wiedergegeben. 


Molare Purin-Pyrimidinrelationen des in zwei Banden aufgetrennten Core der 
TCA-Fallung der RNA-Verdauung 


























Verdauungszeit 15 Stdn. Verdauungszeit 36 Stdn. 
/A | C/U | Pu/Py G/A | C/U | Pu/Py 
Vordere B. .. . 1,8 1,2 | 2.8 1,5 1,0 | 3,4 
Hintere B. .. . 1,2 Be 3,0 1,0 1,2 4,3 
G = Gianin; A ‘ Adenin; © = Cytosin; U = Uracil; Pu = Purin: Py = Pyrimidin. 
Diskussion 


Mit Hilfe der Gallocyanin-Anfirbemethode ist die Méglichkeit ge- 
geben, bei niederem py-Wert (1,1) nur die intakte Nucleinséure oder 
zumindest nur sehr groBe Molekelbruchstiicke (diese sehr schwach) an- 
zufarben, dagegen bei héheren py-Werten (z. B. 3,4) auch das Core zu 
erfassen. Als untere Grenze der Anfairbbarkeit kann etwa ein Tetra- 
nucleotid angegeben werden, da nach Dialyse gegen dest. Wasser nur 
sehr geringe Mengen des bei py 3,4 anfairbbaren Materials heraus- 
wandern. Markham und Smith? konnten im Dialysat aber nur Tri- 
nucleotide als obere Grenze mit Sicherheit identifizieren. Auch bei 
pu 3,4 ist die Gallocyanin-Anfairbemethode noch fiir Oligonucleotide und 
Nucleinséuren spezifisch, da sich z. B. Pferdeserum nicht anfarben lieB. 

Die Méglichkeit der elektrophoretischen Auftrennung des Core bei 
der Hefenucleinséure laBt den SchluB zu, daB diese in der Reihenfolge 
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ihrer Nucleotide eine weit gré8ere Ordnung aufweist, als man ange- 
nommen hat. Von anderen Autoren}? wurde bereits darauf hingewiesen, 
daB innerhalb der Nucleinsiuremolekel auf Grund der gefundenen Fer- 
mentspezifitat der RNAse immer eine lingere Purinkette mit einer 
Pyrimidinkette, die nur wenig Purine enthielte, verbunden sein miisse, 
da die Phosphatester-Bindung zwischen der Ribose zweier Pyrimidin- 
Nucleotide und zwischen Pyrimidin-Ribose(3) und Purin-Ribose(5), 
nicht aber eine Purin-Purin- und Purin-Ribose(3)-Pyrimidin-Ribose(5)- 
Verknipfung fermentativ gespalten wird. 

Nun geht aus den hier vorliegenden Untersuchungen hervor, dab 
auch unter den Purinketten eine bestimmte immer wiederkehrende 
Ordnung herrschen muB, weil sonst eine Zerlegung in zwei Banden nicht 
denkbar wire. Da sich das Core in der Elektrophorese erst bei py 8,6 
auftrennen 1a8t und die vordere Bande mehr Guanin und Uracil besitzt 
als die hintere, muB dieser Effekt auf die Ionisierung der OH-Gruppen 
im Guanin und Uracil zuriickgefiihrt werden, die bei pq 8,6 schon zu 
etwa 10—20°%, auftritt?. Wenn man annimmt, da8 jede Purinkette von 
je einem Pyrimidin abgeschlossen wird, dann ist, wie aus der Tabelle 
hervorgeht, bei der TCA-Fallung die durchschnittliche MolekelgréBe des 
Substanzgemisches der vorderen Bande um etwa 1% bis 1 Nucleotid 
kleiner als das der hinteren. Daraus ist ersichtlich, da8 die Trennung in 
zwei Banden wirklich nur auf Grund der zusitzlichen Ionisierung der 
OH-Gruppen geschieht und nicht, weil eine gréBere Molekel mit ent- 
sprechend vermehrten ionisierten Gruppen vorliegt. Eigenartig erscheint 
zuniichst die Tatsache, daB sich bei der Dialyse gegen 4-n. NaCl die Sub- 
stanzen der vorderen Bande im Riickstand stark anreichern lassen, ob- 
wohl ihr durchschnittliches Molgewicht kleiner ist als das der hinteren. 
Markham und Smith? deuten die bessere Dialysierbarkeit des Core 
gegen konz. NaCl-Lésung als ein Auflésen von Assoziaten durch die hohe 
Salzkonzentration. Danach miiBten die durchschnittlich kleineren Mo- 
lekeln der vorderen Bande auf Grund der zusitzlichen OH-Gruppen des 
Guanins und Uracils bevorzugt mit Hilfe von Wasserstoffbriicken Asso- 
ziate bilden und besser mit TCA fallbar sein. DaB die in beiden Banden 
enthaltenen Substanzen noch Gemische darstellen, zeigt das, wenn auch 
geringe, Auftreten der vorderen Bande im Dialysat und im TCA-Uber- 
stand und andererseits das Erscheinen der hinteren Bande im Dialyse- 
riickstand (4-n. NaCl) und in der TCA-Fallung. Die Fermentspezifitat 
wurde dabei durch den Vergleich des Abbaus mit 0,1-n. NaOH gezeigt, 
wobei auch ein sogenanntes ,,Core‘ entsteht, welches sich aber nicht in 
zwei Banden auftrennen 1aBt. Ebenso lieB sich durch den Dialyseversuch 
bei dem das Ferment erst im Dialyseschlauch zugesetzt wurde, zeigen, 
daB bei der RNAse-Verdauung zuerst groBere, gegen 0,25-proz. KHCO,- 
Lésung oder Phosphatpuffer vom py 5,2 dialysable Bruchstiicke ent- 
stehen, die bei Fermentzusatz weiter abgebaut werden kénnen. 

Das durch véllige Verdauung mittels RNAse gewonnene Core aus 
Hefe-RNA 1aBt sich nach den hier geschilderten Methoden also in vier 
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Fraktionen aufteilen. Einmal durch TCA-Fallung in eine niedrigmole- 
kulare (Uberstand) und héhermolekulare (Niederschlag). 

Beide Fraktionen lassen sich in der Elektrophorese weiter auf- 
trennen in einen Anteil, der mehr Guanin und Uracil enthalt, und in 
einen solchen, bei dern das Adenin'und Cytosin vorherrscht. Ob die bei 
der Dialyse gegen Phosphatpuffer oder KHCO,-Lésung gewonnenen 
Fraktionen damit v6llig iibereinstimmen, bedarf noch der weiteren 
Priifung. 

Jedenfalls ist die Diskrepanz der Angaben tiber das mittlere Mole- 
kulargewicht des Core bei Markham und Smith? und bei Reddi und 
Knight* auf Grund der verschiedenen Herstellungsweisen durchaus 
verstaindlich, wenn man bedenkt, da ein grober Teil der mit Gallo- 
eyanin-Lésung B anfarbbaren Substanzen des Core bei der TCA-Fallung 
im Uberstand angetroffen wird, wihrend Markham und Smith diesen 
bei ihrer Methode miterfaBt haben. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir ein Stipendium. 


Zusammenfassung 


1. Eine neue Methode zur Anfarbung des nicht verdaubaren An- 
teils (Core) der Ribonucleinsiéure aus Hefe (RNA) mit Hilfe von Gallo- 
eyanin-Chromalaun bei py 3,4 auf Filterpapier wird beschrieben. Dabei 
werden spezifisch Oligonucleotide mit dem Polymerisationsgrad von 
etwa 4 an aufwarts bis intakte Nucleinsiuren erfaBt. 

2. Es gelingt die Auftrennung des Core der RNA durch Papier- 
elektrophorese bei py 9,0 in zwei Banden, bei denen nach TCA-Fallung 
die vordere aus Nucleotiden besteht, die mehr Guanin und Uracil ent- 
halten als die der hinteren Bande. Dabei ist das durchschnittliche Mole- 
kulargewicht der Substanzen aus cer vorderen Bande um ¥% bis 1 
Nucleotideinheit geringer, obwohl bei der ,,fraktionierten Dialyse‘‘ gegen 
verschiedene Salz- oder Harnstofflésungen sich das Verhiltnis der An- 
farbbarkeit der beiden Banden zugunsten der vorderen verschiebt. Dabei 
wird die bevorzugte Bildung von Assoziaten durch Wasserstoff-Briicken 
der OH-Gruppen des Guanins und Uracils diskutiert. 


Summary 


1. A new method is described for staining the non-digestible core 
of yeast ribonucleic acid (RNA) on filter paper with the aid of gallo- 
eyanine-chrome alum at py 3.4. The method, which is specific, permits 
the detection of oligonucleotides with a degree of polymerization of 4 
up to intact nucleic acids. 

2. The core of RNA can be separated into bands by means of paper 
electrophoresis at py 9.0. After precipitation with trichloracetic acid 
the front band consists of nucleotides containing more guanine and 
uracil than those of the rear band. The substances from the front band 
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show lower average molecular weights than those from the rear band, 
the difference varying between one-half and one nucleotide unit. The 
front band, on the other hand, is more readily stained when the bands 
are submitted to fractional dialysis against solutions of salts and urea. 
In this connection consideration is given to the formation of complexes 
by association through hydrogen bonds from the hydroxyl groups of 


guanine and uracil. 











Bd. 309 (1957) 


Zum Eiweifzucker normaler und pathologischer Seren 


Verhalten bei der Dialyse 
und gegeniiber verschiedenen Fillungsmitteln 


Von 
H. Siidhof, H. Kellner, M. Schénenberger, H. Haupt vnd C. Clauditz 


Aus der Medizinischen Klinik (Direktor: Prof. Dr. R. Schoen) und aus der Kinderklinik (Direktor: 
Prof. Dr. G. Joppich) der Universitit Géttingen und aus den Behringwerken Marburg-Lahn 
(Wissenschaftl. Leiter: Prof. Dr. H. E. Schultze) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juni 1957) 


In vorangegangenen Untersuchungen! wurde mitgeteilt, daB bei 
der Serumdialyse Verminderungen des EiweiBzuckers auftreten kénnen. 
AuBerdem konnte gezeigt werden, da bei Serumanalysen die Ausbeute 
an eiweiBgebundenen Kohlenhydraten von der Eiweibfallungsmethode 
abhingig ist. Diese Besonderheiten beschrainken sich allerdings auf 
Befunde an pathologischen Seren. Knede] hat zwar eine entsprechende 
Dialyseveranderung auch fiir das Normalserum beschrieben?; doch ist 
dies bislang nicht bestatigt worden. Vielmehr ist dem EiweiBchemiker 
durch die Arbeiten namhafter Autoren geliufig, daB Proteine unbedenk- 
lich einer langdauernden Dialyse ausgesetzt werden kénnen. So hat 
bereits vor 30 Jahren Lustig von einer sogar 18tigigen Dialyse eines 
Gesamtserums berichtet, ohne auf einen Eiweifzuckerschwund gestoBen 
zu sein. 

Demgegeniiber machen allerdings schon Seibert, Pfaff und 
Seibert‘ auf einen eigenartigen Dialyse-Effekt aufmerksam: 

Bei der Dialyse pathologischer Seren wiesen sie den Verlust einer 
Substanz nach, die mit dem auf Nucleinsiure-Zucker besonders an- 
sprechenden Tryptophan-Perchlorsiiure-Reagens einen positiven Aus- 
fall gab. Bei normalen Seren hingegen beobachteten sie einen solchen 
Dialyse-Effekt nicht. 

Im Hinblick auf die groBe praktische Bedeutung, die der Dialyse 
in der EiweiBchemie zukommt, untersuchten wir das Phainomen des 
dialyse-bedingten EiweiBzuckerschwundes eingehend. Insbesondere sollte 
geklart werden, ob auch das Normalserum bei der Dialyse veraindert wird. 





1H. Siidhof u. H. Kellner, diese Z. 300, 82 [1955]; Klin. Wschr. 38, 286 
[1955]; Angew. Chemie 67, 179 [1955]. 

2 M. Knedel, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 61, 277 [1955]. 

3 B. Lustig, Biochem. Z. 288, 307 [1931]. 

4 F. B. Seibert, M. L. Pfaff u. M. V. Seibert, Arch. Biochemistry 18, 279 
[1948]. 
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Material und Methodik 


Seren wurden in der Regel am Tage der Blutentnahme in den Versuch ge- 
nommen. Dabei achteten wir streng darauf, daB keine himolytischen Seren ver- 
wendet wurden. 

In die Untersuchung wurden auch isolierte Serumproteine mit besonders 
hohem Kohlenhydratgehalt einbezogen: Human-a«,-Seromucoid® mit einem 
Hexosegehalt von 16,6% und a,-Glykoproteinfraktion® mit einem Hexosegehalt 
von 6,0%. 

Zur Bestimmung der Hexosen im Eiwei8 bedienten wir uns der Orcin- 
Methode. Uber nahere Einzelheiten dieser Methodik vgl. die folgende Mitteilung’. 
Die Extinktionsmessungen erfolgten sowohl bei den Wellenlingen 425 bzw. 436 
als auch bei 546 mu. 

Als Leerwert wurde nur der des Orcinreagens beriicksichtigt. Der Hexose- 
gehalt wurde an Hand einer Eichkurve von Galaktose-Mannose in Verhialtnis 
1:1 berechnet. 

Neuraminsaure bestimmten wir nach dem Verfahren von Biéhm, Dauber 
und Baumeister®. Die durch Neuraminsaure und Bials Reagens hervorgerufene 
Farbe entwickelten wir jedoch in einem Gesamtvolumen von 4 mi anstatt 2 ml 
und schiittelten dann entsprechend der Analysenvorschrift mit 5 m/ Amylalkohol 
aus. Die Extinktion wurde im Zeiss-Spektralphotometer bei 580 mu (Amax) aus- 
gemessen anstatt bei A = 570 my, bei der BOhm u. a.* mit dem Beckman-Gerat 
das Maximum der Absorption ermittelten. Bei dieser Modifikation ist auch noch 
bei einem Neuraminsaiuregehalt von 150 y pro Analysenansatz das Lambert- 
Beersche Gesetz giiltig, wohingegen die Eichkurve bereits bei 60 y Neuraminsaure 
pro Analysenansatz flacher zu werden beginnt, wenn man der Originalvorschrift 


folgt. 

Der EiweiBzuckerbestimmung am Serum vor und nach der Dialyse ging die 
Alkoholfallung und zum Teil die Trichloressigsaiure (TCE)-Fallung voraus. Bei den 
Versuchen an Normalseren wurde 1 mi Serum tropfenweise in 20 mi absol. Alkohol 
gegeben und der Niederschlag nach Umriihren mit einem Glasstaébchen und 
1,-stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur abgeschleudert. Der zweimal ge- 
waschene Niederschlag wurde schlieBlich in dest. Wasser gelést (wenn nétig unter 
Zusatz einiger Tropfen »/10-NaOH) und in ein 25-ml-MeBkélbchen iibergefiihrt. 

Bei den Dialyseversuchen an pathologischen Seren erfolgte die Fallung durch 
tropfenweises Zugeben von je 0,5 ml Serum in 20 mi absol. Alkohol. Nach sorg- 
filtigem Durchmischen mit einem Glasstibchen wurden die mit Schliffstopfen 
versehenen Ansatze 5 Min. in einem siedenden Wasserbad erhitzt. Weitere Be- 
handlung wie oben angefiihrt, nur mit dem Unterschied, daB zum Schlu8 der auf- 
geléste KiweiBniederschlag von zwei Fallungsansatzen (entsprechend 1 m/ Serum) 
gemeinsam in ein MeBkélbchen von 20 ml iibergefiihrt wurde. 

Die Dialyse erfolgte in Cellophanschlauchen* von 3 cm Durchmesser gegen 
physiol. Kochsalzlésung. Vor Ansetzen der Dialyse iiberpriiften wir die Dichtigkeit 
der Membran durch Aufblasen unter Wasser. Die py-Einstellung der AuBen- 
dialysierfliissigkeit (physiol. NaC! oder dest. Wasser) erfolgte mit: der Glaselektrode 
durch Zufiigen der notwendigen Menge n/10-NaOH bzw. n/10-HCl. 5—10 ml 
Serum bzw. Proteinlésung wurden unter sterilen Bedingungen in den Dialysier- 
schlauch gefiillt und 72 Stdn. bei 4 gegen ein Volumen von 1—5/ physiol. Koch- 
salzlésung dialysiert; die AuBenfliissigkeit wurde mindestens alle 8 Stdn. erneuert. 


5 M.-F. Jayle, J. Suisse Médecine 86, 1425 [1956]. 

6 Dargestellt nach H. E. Schultze, I. Géllner, K. Heide, M. Schénen- 
berger u. G.Schwick, Z. Naturforsch. 10b, 462 [1955]. 

7 M.Schénenberger, H. Kellner, H. Siidhof u. H. Haupt, diese Z. 
309, 145 [1957]. 

8 P. Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 1954, 289. 

* Nach Angaben der Herstellerfirma Kalle & Co. A.G., Wiesbaden-Biebrich, 
betragt die Porenweite 25—80 A. 
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Die Elektrodialyse wurde gegen dest. Wasser, py 7,2, durchgefiihrt bis zur 
Konstanz der Leitfahigkeit. Dieser Zustand war nach 3 Stdn. erreicht. 

Die Eiwei&bestimmung erfolgte bei den Dialysierversuchen stets nach 
Kjeldahl. Die Hexoseberechnung wurde dann sinngemaB auf 4 Hexosen im Ei- 
wei durchgefiihrt. Bei den Versuchen iiber den Einflu8 des Fallungsverfahrens auf 
die EiweiBzuckerausbeute im Serum bedienten wir uns zur Eiwei&bestimmung 
der Biuretmethode. 

Die TCE-Fallung wurde durch Einpipettierung von 1 mi Serum in 10 m/ 
5-proz. Trichloressigsiure ausgefiihrt. Der mit dem Glasstab gut aufgewirbelte 
Niederschlag wurde nach 14stdg. Stehenlassen abgeschleudert und anschlieBend 
zweimal mit dem Fallungsreagens nachgewaschen. 


Weitere Behandlung erfolgte wie oben beschrieben. 


Ergebnisse 
A. Dialyseversuche 


Tab. 1 zeigt einige repraisentative Dialyseversuche an Normalserum. 
Wie die Daten ausweisen, tritt bei 72stdg. Dialyse normaler Serum- 
proben keine Abnahme der eiwei®Bgebundenen Kohlenhydrate ein. Auch 
eine pu-Anderung bis herunter zum py-Wert von 5,0 ist ohne EinfluB 
auf dieses Ergebnis. Das gleiche kann iiber das lyophil getrocknete 
Serum ausgesagt werden, wie Versuch 4 der Tab. 1 zeigt. 

Auch die Elektrodialyse eines Normalserums fiihrte nicht zu einer 
Abnahme des Kohlenhydratgehaltes. Vor der Elektrodialyse wurden 
1,5,°% Hexosen bestimmt, danach 1,5,°,, der EiweiBgehalt (7,4°,) blieb 
wihrend des Versuchs unverindert. Das Ergebnis bestatigt somit die an 
Normalseren bei der Dialyse gemachten Beobachtungen. 

Die Tab. 2 und 3 geben Dialyseversuche an pathologischen Seren 
(aktive Lungentuberkulose) wieder. Tab. 2 bringt zwei Versuche, bei 
denen die Orcinbestimmung sowohl bei 436 als auch 546 my durch- 
gefiihrt wurde. Interessanterweise ist dabei im Versuch Nr. 5 bei 436 mu 
die Konlenhydratabnahme deutlich, wahrend sie bei der Messung mit 
der Wellenlange 546 mu nicht in Erscheinung tritt. Davon abgesehen, 
lassen alle Dialyseversuche der Tab. 2 und 3 eine Abnahme eiweib- 
gebundener Kohlenhydrate des pathologischen Serums bei der Dialyse 
erkennen. Das AusmaBs dieser Abnahme schwankt von 10° im Versuch 
Nr. 10 bis zu 30°, im Versuch Nr. 7. 

In Tab. 4 sind schlieBlich weitere Dialyseversuche diesmal an der 
isolierten «,-Glykoproteinfraktion wiedergegeben. Dieses Substrat zeigte 
ebenso wie die nicht in Tabellenform aufgefiihrten Versuche am «,-Sero- 
mucoid keine Abnahme seines Zuckergehaltes (Hexosen und Neuramin- 
siiure) infolge der Dialyse. Wir zogen die Bestimmung der Neuramin- 
siure ftir die Untersuchung noch heran, weil diese Saéure sonst schon 
unter milden Bedingungen abgespalten werden kann’®. 


® G. Blix, diese Z. 240, 43 [1936]; R. Kuhn u. R. Brossmer, Chem. Ber. 
87,123 [1954]; L. Odin, Acta chem. scand. 9, 862—64 [1955]. 
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Tab. 2. Dialyseversuche an Seren von Tbe.-Kranken 
(Extinktionsmessung bei 436 und 546 my). 


























Vor Dialyse Nach Dialyse 
Vers.Nr. | RiweiR- | °% Hexosen im EiweiB,| Biweig- | % Hexosen im EiweiB, 
Serum gehalt gemessen bei gehalt gemessen bei 
£% 436 mu | 546 mu £% 436 my | 546 mu 
5 e 
J. 6,4 3,5, 3,55 4,4 3,1, 3,6, 
“a 6,6 a2. 1,9, 5,7 1,6, 1,5, 
Tab. 3. Dialyseversuche an Seren von Tbe.-Kranken 
(Extinktionsmessung bei 546 my). 
7 : Vor Dialyse Nach Dialyse 
Vers.Nr. a" . : ee = ‘ 
Serum EiweiBgehalt | % Hexosen im| EiweiBgehalt | % Hexosen im 
£% tiweiB a ae EiweiB 
7 
W. 8,0 2,76 3,3 1,9, 
8 _ 
Sch 8,5 3,0. 3,5 2,6, 
9 ‘ 
7 7,5 2,8, 3,9 2,5, 
10 ‘ 97 
B. 6,6 2,25 3,7 2,06 














Tab. 4. Dialyseversuche an einem Serumprotein. 
«,-Glykoproteinfraktion (4,8 + 10,0), Hexosen: 6,0%; Neuraminsaure: 4,2% 
(Extinktionsmessung der Hexosenbestimmung bei 425 my). 




















Vor Dia- Nach Dialyse 
Vers.- Dia- | lysen- ©%, Hexosen im EiweiB* ©, Neuraminsiure im Eiwei8* 
Nr. | Probe lyse —" nach Dialyse gegen dest. Wasser|nach Dialyse gegen dest. Wasser 
Eiweis | Tagen | ?H7,5 | PH5,8 | ?H5,0 | PH7,5 | PH5,8 | PH5,0 
1] 1 1,0 3 6,0 oe 4,2 — — 
12 1 5,0 3 6,3 _ - 4,3 _ — 
13 2a 5,0 3 6,1 6,0 - 4,2 4,1 — 
14 2b 5,0 6 6,2 6,2 - 4,2 4,2 -- 
15 2c 5,0 9 6,3 6,3 4,1 4,2 — 
16 3 1,0 3 6,4 6,0 5. 4,2 4,2 4,2 
17 3 5,0 3 6,0 6,0 6,0 4,2 4,1 4,1 

















* Die dialysierten Proteinproben wurden lyophil getrocknet, anschlieBend bei 70° tiber P.O, 


an normalem Serum bzw. Plasma wieder. Demgegeniiber wurden alle 


B. Fallungsversuche 


Der Einflu8 der TCE- und Alkohol-Fallung auf die EiweiBzucker- 
ausbeute geht aus Tab. 5 und 6 hervor. Tab. 5 gibt vor allem Versuche 


. Hochvak. nachgetrocknet und zur Hexosen- bzw. Neuraminsiurebestimmung eingewogen. 
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Untersuchungen der Tab. 6 an pathologischen Seren ausgefiihrt. Die 
Bedingungen der Alkoholfallung wichen bei den Versuchen der Tab. 5 
und 6 geringfiigig voneinander ab. Bei den Versuchen der Tab. 5 erfolgte 
die Alkoholfaillung durch Zugabe von 1 mi Serum auf 20 ml Athanol, 
wahrend bei denen der Tab. 6 jeweils nur 0,5 m/ Serum mit 20 m/l 
Athanol versetzt wurden. Die Ergebnisse dieser Versuche sind eindeutig. 
Beziiglich der EiweifSzuckerausbeute verhalten sich beide Fallungs- 
methoden gegeniiber dem Normalserum in der Regel gleich. Lediglich 


Tab. 5. EiweiBzuckerausbeute in Abhangigkeit von der Fallungsmethode. 


Fallungsbedingungen: 1,0 m/ Serum auf 20 ml absol. Athanol 
1,0 mi Serum auf 10 ml 5% TCE 


(Extinktionsmessung bei 425 my). 





% Hexosen im EiweiB 


% Neuraminsaure i. EiweiB 





Vers R nach nach 
=a erumprobe 
Nr. Alkohol- i Alkohol- cates, 
fallung | TCE-Fallung}  fajiung | TCE-Fallung 

18 |Normalserum N 1,7, 1,79 0,9, 0,9, 

19 |Normalserum Q 1,9, 2,05 0,9, 0,9, 

20 |Normalserum W 1,7; 1,7, 0,8, 0,8, 

21 |NormalserumAH 1,6, 1,5y 0,8, 0,8, 

22 |Normalserum AT 1,8, 1,76 0,85 0,8, 

23 |Normalserum D 1,5, 1,545 0,7, 0,7, 

24 |Normalserum HI 1,1, 1,0; 0,7, 0,7, 

25 +|,,Normalserum“ 2,2. 1,83 1,1, 1,0, 
lipamisch H II 

26 ‘|,,Normalserum‘‘ 1,4, 1,3 0,8, 0,8, 
lipamisch HT 

27 ~+‘|,,Normalserum“‘ 1,6, 1,6, 0,8. 0,8. 
lipamisch HS 7 

28 |Plasma H II 2,2, 1,8, 1,1) 0,9. 

29 |Plasma AH 1,6, 1,4, 0,8, 0,85 

30 |pathol. Serum K 1,9, 1,65 0,9, 0,7. 


Ausbeute an eiweiBgebundenen Hexosen in mg %: 

















Tab. 6. EiweiBzuckerausbeute im pathol. Serum in Abhiangigkeit 
von der Fallungsmethode. 


Fallungsbedingungen: 2mal 0,5 m/l Serum auf je 20 ml absol. Athanol 


1 ml Serum auf 10 ml 5% TCE. 


(Extinktionsmessung bei 546 my). 





Vers.-Nr. 31 


Alkohol-Fallung 
TCE-Fallung 


173 
162 





32 
132 
116 


33 
122 
107 


34 
235 
198 


35 
227 


36 
128 
121 


37 
126 
121 


38 39 = 40 
125 163 143 
130 153 142 
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bei der Untersuchung makroskopisch lipimischer ,,Normalseren“ er- 
mittelten wir nach der TCE-Fallung einen geringfiigig niedrigeren 
EiweiBzuckerwert als nach der Alkoholfillung. Dieser Unterschied lag 
aber bei zwei von drei Serumproben noch innerhalb der Fehlerbreite der 
Bestimmungsmethode. Die Neuraminsiurebestimmung ergab mit Nor- 
malserum nach Alkohol- und TCE-Fallung iibereinstimmende Werte. 

In einigen Fallen erbrachte die TCE-Fillung einen niedrigeren 
Gehalt an Neuraminsaiure. Aber wie bei der Hexosenbestimmung be- 
fanden sich auch diese Unterschiede noch innerhalb der Fehlergrenzen 
der Methode. Das pathologische Serum K wies dagegen eine deutliche 
Erniedrigung nach TCE-Fallung gegeniiber der Alkoholfallung auf. Der 
Unterschied zwischen der Alkohol- und TCE-Fiallung wird hingegen 
deutlicher, wenn man die Ergebnisse nach Fallung von Plasma oder gar 
des pathologischen Serums betrachtet. Schon bei der Fallung von 
Plasma wird nach der Alkoholfallung ein merklich héherer EiweiBzucker- 
wert bestimmt als nach der TCE-Fallung. Interessanterweise verhielten 
sich demgegeniiber Serumproben derselben Versuchsperson (wie bei 
Plasmaversuchen) gegeniiber den beiden Fallungsmethoden gleichartig. 
Der letzte Versuch der Tab. 5 wurde an einem Serum eines an Pneu- 
monie erkrankten Kindes durchgefiihrt. Hier ist der Unterschied in Ab- 
haingigkeit vom angewandten Fallungsverfahren deutlich. 

SchlieBlich zeigen die Ergebnisse der Tab. 6, daB in der Mehrzahl 
der untersuchten pathologischen Seren die Alkoholfallung deutlich 
hohere EiweiBzuckerausbeuten erzielt als TCE-Fallung. 


Diskussion 


Die eingehenden Dialyseversuche haben die von zahlreichen Labo- 
ratorien bislang vorausgesetzte Auffassung, daf} Proteine bei der Dialyse 
keine Veranderung erfahren, erhartet. Auf der anderen Seite hat sich 
das Phinomen der EiweiBzuckerabnahme bei der Dialyse pathologisch 
veranderter Serumproben (wir untersuchten allerdings zuniéchst aus- 
schlieBlich Seren von Patienten mit besonders starker Dysproteinimie) 
bestatigt. Desgleichen sind auch Unterschiede im Fiallungsverhalten 
gegentiber Alkohol und TCE zwischen normalem und pathologischem 
Serum nachweisbar. 

Beim EiweiBzucker des Serums handelt es sich um die ,,gebundenen 
Kohlenhydrate“, die im sorgfaltig gewaschenen EiweiBniederschlag nach 
Alkohol- bzw. TCE-Fallung bestimmbar sind. Dabei wird es sich bei den 
unter diesen Bedingungen nachweisbaren Kohlenhydraten zum gréBten 
Teil um Bestandteile der Glykoproteide handeln. Insofern man die Be- 
stimmung am Gesamtserum vornimmt, sollte man aber nicht von einer 
Glykoproteidbestimmung sprechen, sondern den allgemeinen Ausdruck 
EiweiBzucker oder proteingebundenes Kohlenhydrat beibehalten?!°. 








10 H. Siidhof u. H. Kellner, Physiologie und klinische Bedeutung kohlen- 
hydrathaltiger Kérperstoffe, 8. Karger Verlag, Basel, New York, 1957. 
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Wie die Versuche am Normalserum sowie vor allem die an isolierten 
Serumproteinen zeigen, erscheint es unwahrscheinlich, daB der an patho- 
logischem Serum nachweisbare ,,Dialyseeffekt‘’ etwa Folge einer Ab- 
spaltung von Kohlenhydratgruppen aus dem Eiweifverband ist. Eine 
,, KiweiBschidigung‘* bei der Dialyse kann demnach nicht angenommen 
werden. Ist doch inzwischen bekannt geworden, daB gerade die Kohlen- 
hydratbindung im Verband der Glykoproteide auBerordentlich fest ist. 
Entgegen den Verhiltnissen bei eiweiBgebundenen Mucopolysacchariden 
(z. B. dem Hyaloproteid) gelingt die Freisetzung des Kohlenhydrat- 
Anteils bei den neutralen Glykoproteiden nur unter Zerstérung des 
Molekiils. 

Wenn somit eine Abspaltung von Kohlenhydraten aus dem EiweiB- 
verband kaum als Ursache des bei pathologischen Seren beobachteten 
EiweiBzuckerverlustes bei der Dialyse angenommen werden darf, so 
bieten die von uns durchgefihrten Fallungsversuche eine andere Deu- 
tungsmoglichkeit. Gerade bei den niedrigmolekularen — und besonders 
kohlenhydratreichen — Glykoproteiden und Mucoiden ist die besondere 
Stabilitét gegeniiber der Trichloressigsiure beobachtet worden. Selbst 
beziiglich des «,-Seromucoides ist dies von Schultze und Mitarbb. be- 
sonders betont worden®. Dieses Protein mit dem Molekulargewicht 
400001! erweist sich zwar im Dialyseversuch eindeutig als nichtdialy- 
sabel. Demgegeniiber muB jedoch gerade in pathologischen Seren noch 
mit Mucoiden mit einer unter 40000 liegenden TeilchengréBe und durch 
Trichloressigsiure nicht fallbaren Substanzen gerechnet werden. Wie 
wir bereits friiher zeigen konnten, enthalt das pathologische Serum 
besonders kohlenhydratreiche und stickstoffarme EiweiBzuckerver- 
bindungen, die sich der Fallbarkeit durch Trichloressigsdiure deutlich ent- 
ziehen®, Wir méchten daher die Vermutung aussprechen, da sowohl 
der nachweisbare ,,Dialyseeffekt** am pathologischen Serum als auch 
das merkwiirdige Verhalten einer Mehrzahl von Patientenseren gegen- 
iiber der Alkohol- bzw. der Trichloressigsiure-Fallung durch das Auf- 
treten niedrigmolekularer Stoffe mit besonderen Fallungseigen- 
schaften hervorgerufen wird. Das AusmaB dieser Besonderheit patholo- 
gischer Seren (Auftreten niedrigmolekularer, z.T. dialysabler Sub- 
stanzen besonderer Fallungseigenschaften) ist von Patientenserum zu 
Patientenserum verschieden. Dialyseversuche haben wir bislang nur an 
Seren von Tuberkulosekranken ausgefiihrt. Unterschiedliches Fallungs- 
verhalten — gegentiber dem Normalserum — ]aBt sich auch bei anderen 
Erkrankungen nachweisen. Eine ahnliche Beobachtung — gréBere 
Lésungsstabilitat gegentiber Fallungsgemischen (Neutralsalz) — machte 
auch Bergstermann fir Seren mit Dysproteinamie!’. Es erscheint 
reizvoll, der Bedeutung dieses Befundes im Krankheitsgeschehen weiter 








11M. Schénenberger, Z. Naturforsch. 10b, 474 [1955]. 

122 H. Siidhof, H. Kellner u. G.Schweer, Dtsch. med. Wschr. 80, 1658 
(1955). 

13 H. Bergstermann, Z. Krebsforsch. 60, 644 [1955]. 
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nachzugehen. Trotz der groBen chemischen Bestindigkeit der Peptid- 
Kohlenhydrat-Bindung der Serumglykoproteide liegt die fermentative 
Abspaltung wenigstens eines Teiles der gebundenen Kohlenhydrate im 
Bereich des Méglichen. Auch dieser Gesichtspunkt verdient gerade bei 
Infektionskrankheiten besondere Beachtung, nachdem sich gezeigt hat, 
da das von manchen Mikroben gebildete ,,Receptor Destroying En- 
zyme“ Neuraminséureverbindungen aus Glykoproteiden freizulegen 
vermag!4, 
Zusammenfassung 


1. Das Normalserum sowie gereinigte Plasmaproteine erfahren bei 
der Dialyse auch unter verschiedenen py-Verhialtnissen keine Abnahme 
ihrer eiweiBgebundenen- Hexosen. 

2. Bei pathologischen Seren kann eine Abnahme des EiweiBzucker- 
gehaltes bei der Dialyse beobachtet werden. 

3. Wahrend sich normale Serumproben in ihrem EiweiBzuckergehalt 
hinsichtlich ihrer Fiallbarkeit durch Alkohol und Trichloressigsiure 
nicht unterscheiden, wird bei einer Mehrzahl der untersuchten patholo- 
gischen Seren nach der Alkoholfaillung eine merklich héhere EiweiB- 
zuckerausbeute erzielt als nach der Trichloressigsiure-Fallung. 

4. Als Ursache dieser Phinomene wird das Auftreten niedrigmole- 
kularer Substanzen mit besonderen Fillungseigenschaften im patho- 
logischen Serum vermutet. 


Summary 


1. Dialysis of normal serum and purified plasma proteins causes no 
reduction of the protein-bound hexose content even under varying pu 
conditions. 

2. Dialysis may cause reduction in the protein sugar content of 
pathological serum. 

3. No differences are observed in the protein sugar content of 
normal sera when precipitated with alcohol and trichloracetic acid. 
With the majority of pathological sera, however, alcohol precipitation 
produces a markedly higher yield of protein sugars than trichloracetic 
acid precipitation. 

4. The differences in behaviour are assumed to be due to the pre- 
sence in pathological serum of low molecular substances with special 
precipitation properties. 


14 P. B6bhm u. L. Baumeister, diese Z. 300, 153 [1955]. 
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Zur Methodik 
der Hexosebestimmung in Serumproteinen mit Orcin 
Von 
M. Schénenberger, H. Kellner, H. Siidhof und H. Haupt 


Aus den Behringwerken Marburg-Lahn (Wissenschaftl. Leiter: Prof. Dr. H. E. Schultze), aus der 
Kinderklinik (Direktor: Prof. Dr. G. Joppich) und aus der Medizinischen Klinik (Direktor: Prof. 
Dr. R. Schoen) der Universitit Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juni 1957) 


Trotz des Interesses, das nicht nur die theoretische, sondern auch 
die klinische Forschung den eiweiBgebundenen Kohlenhydraten, vor 
allem im Blutserum, entgegenbringt, lassen die Analysenverfahren zur 
Bestimmung der proteingebundenen Hexosen noch manche Frage offen. 
Wenn wir von der Problematik der zuverlassigen Abtrennung der Glyko- 
proteide, den Haupttrigern der eiweiBgebundenen Kohlenhydrate, von 
den iibrigen Serumbestandteilen, insbesondere von der freien Glucose, 
absehen, so werden heute fiir die Bestimmung der eiweiBgebundenen 
Hexosen die verschiedensten Farbreaktionen mit Anthron!, Carbazol?, 
Orcin®-5, Thymol® oder Tryptophan’ empfohlen. Von diesen wird bislang 
die Orcinmethode von Tillmans und Philippi® in der Modifikation 
von Sérensen und Haugaard? am haufigsten benutzt. 

Die Substanz, in der die eiweiBgebundenen Hexosen bestimmt werden sollen, 
wird mit Orcin in Schwefelsaure auf 80° erhitzt. Durch Wasserabspaltung entsteht 
aus den Hexosen zunachst Hydroxymethylfurfurol, das mit Orcin einen Farbstoff 
bildet, der kolorimetrisch gemessen wird. Im Laufe der Zeit wurde die Arbeits- 
vorschrift von Sérensen und Haugaard) von verschiedenen Autoren mehr und 
mehr abgewandelt und sowohl die Konzentration der notwendigen Reagenzien als 
auch die Erhitzungszeit des Reaktionsgemisches und schlieBlich die Wellenlange 
bei der Extinktionsmessung variiert. 


1 R. Dreywood, Ind. Engng. Chem. analyt. Edit. 18, 499 [1946]; D. L. 
Morris, Science [New York] 107, 254 [1948]; M. M. Graff u. Mitarbb., J. Lab. 
clin. Med. 37, 736 [1951]. 

2 J.S. Hepburn u. M. Lazarchick, Amer. J. Pharmacy Sci. support. publ. 
Health 102, 560 [1930]; F. B. Seibert u. J. Atno, J. biol. Chemistry 168, 511 
[1946]; G. Holzmann, R.V. Mac Allister u. C. Niemann, ebenda 171, 27 
(1947]. 

3 J. Tillmanns u. K. Philippi, Biochem. Z. 215, 36 [1929]. 

4M. S6rensen u. G. Haugaard, Biochem. Z. 260, 247 [1933]. 

5 H. Siidhof u. H. Kellner, Physiologie und klinische Bedeutung kohlen- 
hydrathaltiger Kérperstoffe, S. Karger Verlag Basel, New York 1957. 

6 L. v. H. Udransky, diese Z. 12, 355 [1888]; J. Schmé6r, Klin. Wschr. 33, 
449 [1955]. 

7M. R. Shetlar, J. O. Foster u. M. R. Everett, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
67, 125 [1948]; J. Badin, C. Jackson u. M. Schubert, ebenda 84, 288 [1953]. 
10 
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Bei der Wahl der Erhitzungszeit folgen die meisten Autoren den urspriinglich 
von Sérensen und Haugaard‘ vorgeschiagenen 20 Min., demgegeniiber be- 
gniigen sich Fernell und King® mit 15 Min., wahrend Micheel und van de 
Kamp® 30 Min. erhitzen. 

Hinsichtlich der bei der Extinktionsmessung zu wahlenden Wellenlange 
besteht eine noch weit gréBere Uneinheitlichkeit. S6rensen und Haugaard 
empfehlen die Filter S 43 und S 53, entsprechend 430 und 530 mu. Ebenfalls zwei 
Wellenlingen sind von Hewitt (470 und 530 my)! und Rimington"™ sowie 
Friedmann” (470 und 520 my) vorgeschlagen worden. In einem neueren Uber- 
sichtsartikel setzt sich Winzler!® fiir die Wellenlange 540 my ein mit der Be- 
griindung, daB hier gegeniiber dem Absorptionsmaximum von 420 my der Unter- 
schied der spezifischen Extinktionen von Galaktose und Mannose weniger aus- 
gepragt sei. Micheel und van de Kamp® fanden demgegeniiber 425 my deshalb 
besonders geeignet, weil hier die bei der Methode auftretenden Nebenreaktionen 
am wenigsten stéren. 

Eine weitere Problematik besteht noch beziiglich der bei der Bestimmung zu 
beriicksichtigenden Leerwerte. Die kolorimetrischen Kohlenhydratreaktionen 
gehen alle bei relativ starker Schwefelsiturekonzentration und erhéhter Temperatur 
vonstatten. Hierbei mu8 mit dem Auftreten zusitzlicher Farbténungen (allein 
durch die Reaktion des Proteins mit der Schwefelsiure) gerechnet werden. In einer 
vorangegangenen Publikation haben Siidhof und Kellner! daher vorgeschlagen, 
einen zusatzlichen Leerwert, der diese Schwefelsiure-EiweiB-Reaktion beriick- 
sichtigt, in Abzug zu bringen. Die Einfiihrung eines solchen Leerwertes ist fiir die 
Carbazolreaktion bereits friiher von Seibert und Atno? angeraten worden. 
Beziiglich der Orcinreaktion hat Sérensen* allerdings darauf hingewiesen, daB 
diese zusatzliche, allein durch die Reaktion der Schwefelséure mit dem Protein 
auftretende Farbténung durch die Anwesenheit des Orcins merklich unterdriickt 
werde. 


Da die von den verschiedenen Autoren angegebenen Verfahren zu 
erheblichen Unterschieden im Analysenergebnis fiihren, haben wir uns 
mit den Bedingungen der Orcinreaktion beschiftigt; iiber das Ergebnis 
wird im folgenden berichtet. 


Untersuchungsmethoden 


Ansetzen des Reaktionsgemisches: Die Orcinreaktion wurde nach zwei 
verschiedenen Methoden ausgefiihrt. 

Methode A: 1 m/ der Untersuchungslésung wird mit 1 ml dest. Wasser, 
2 ml Orcinreagenz A und 15 m/ Reaktionsschwefelsiure versetzt. Die gut durch- 
mischten und dicht verschlossenen Ansitze werden in ein Wasserbad von 80° 
gebracht. 

Methode B: 1 ml Untersuchungslésung wird mit 2 m/ Orcinreagenz B und 
15 ml Reaktionsschwefelsiure vermischt. Weitere Behandlung wie A. 

Orcinreagenz: Fiir die Durchfiihrung der beiden Methoden wurden zwei 
verschiedene Orcinreagenzien, die sich in ihrer Orcin- und in ihrer Schwefelsiure- 
konzentration unterscheiden, verwendet: 


8 W.R. Fernell u. H. King, Analyst 78, 80 [1953]. 

® M. Micheel u. F. P. van de Kamp, Chem. Ber. 85, 1096 [1952]. 

10 L. F. Hewitt, Biochem. J. 31, 360 [1937]. 

11 C. Rimington, Biochem. J. 34, 931 [1940]. 

2 R. Friedmann, Biochem. J. 44, 117 [1949]. 

13 R. J. Winzler, in: Methods of Biochemical Analysis, Vol. 2, 8S. 279, New 
York 1955. 
14H. Siidhof u. H. Kellner, diese Z. 300, 82 [1955]. 
15 M.Sérensen, Biochem. Z. 287, 140 [1936]. 
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Reagenz A (Sérensen und Haugaard‘, Schénenberger und Haupt): 
2 g Orcin (DAB 6 Merck Nr. 7094) in 100 ccm 20-vol.-proz. H,SO,. 

Reagenz B (Rimington", Stary?*, Sidhof und Kellner*: 1,5 g 
Orcin (DAB 6 Merck Nr. 7094) in 100 ccm 30 vol.-proz. H,SO,. 

Reaktionsschwefelsaure: 60 vol.-proz. H,SO,. 

Erhitzungsdauer und Wellenlange: Die Erhitzungsdauer sowie die 
Wellenlinge wurden im Verlaufe der methodischen Untersuchung variiert. Die 
entsprechenden Angaben sind in den betreffenden Abschnitten der Arbeit stets 
vermerkt. Es wurde ein mit Kontaktthermometer versehenes, elektrisch beheiztes 
Wasserbad benutzt, dessen Deckel schrig gestellt ist, damit das Kondenswasser 
gut ablaufen kann und nicht auf die ReagenzgefiBe tropft. Die Absorptions- 
messungen wurden am Zeiss-Spektralphotometer bzw. am Eppendorf-Gerat durch- 
gefihrt. 

Eichkurve: Die Eichkurve wurde mit einer Lésung, die Galaktose und 
Mannose zu gleichen Teilen enthielt, hergestellt. 

Monosaccharide: Galaktose Merck 4061, Mannose Merck 5985, Fucose 
Schuchardt 5523, Glucose Merck 8342. 

Leerwerte (im folgenden mit L, bezeichnet): Die mit Orcin versetzten 
Untersuchungsproben wurden gegen einen Ansatz, der statt der Untersuchungs- 
lésung Wasser enthielt, photometriert. 

Schwefelsiure-Eiwei8-Leerwert (in den Tabellen als L, bezeichnet): 
1 ml Untersuchungslésung wird mit 2 m/ des Lésungsgemisches des Orcinreagens 
sowie mit 15 ml Reaktionsschwefelsiure versetzt. Dieser Ansatz wurde wie die 
Hauptansitze behandelt und spater gegen eine Schwefelsiure-Wasser- Verdiinnung 
gleicher Konzentration photometriert. 

Untersuchungsmaterial: Die verwendeten Seren entstammen gesunden, 
niichternen Versuchspersonen. Daneben wurden ein aus Rinderserum hergestelltes 
Albumin!’, das im Hinblick auf einen niedrigen Kohlenhydratgehalt (0,11% 
Hexosen) ausgewahlt wurde, ein Human-«,-Seromucoid!8, ein Human-e,-Makro- 
globulin?® und ein nach Cohn und Mitarbb.!® aus Human-y-Globulin (Behring- 
werke) durch Elektrodialyse gewonnenes Pseudo-y-Globulin fiir die Untersuchung 
herangezogen. le 

Die Seren wurden stets in absol. Athanol gefallt und einmal ausgewaschen. 
Der EiweiBniederschlag wurde fiir die Hexosebestimmung in Wasser gelést, notfalls 
unter Zugabe einiger Tropfen n/10-NaOH. 


S 


Ergebnisse 


I. Absorptionskurven reiner Hexosen 

Abb. 1 zeigt den zeitlichen Verlauf der Absorptionskurven von 
Glucose, Galaktose, Mannose und Fucose von 380—600 my bei einer 
Konzentration von 100 y pro Analysenansatz. Alle Kurven besitzen 
zwischen 420 und 425 my ein ausgepragtes Maximum, das im Laufe der 
Erhitzungszeit stark zunimmt. Die Absorption im Bereich von 500 bis 


16 Z, Stary u. Mitarbb., Bull. Faculté Med. d’Istanbul 18, 243 [1950]. 

17H. E.Schultze, Angew. Chem. 62,395 [1950]; H.E.Schultze, M. 
Schénenberger u. H. D. Matheka, Behringwerk-Mitteilungen H. 26, 3 [1952]; 
H. E. Schultze u. H. D. Matheka, ebenda 28,3 [1954]. 

18 H.E.Schultze, I.Géllner, K. Heide, M.Schénenberger u. G. 
Schwick, Z. Naturforsch. 10b, 463 [1955]; H. E.Schultze, Z. Elektrochem. 
angew. physik. Chem. 60, 262 [1956]. 

19 K.J.Cohn, T.L.McMeekin, J.L.Oncly, J.M.Newell u. W.L. 
Hughes jr., J. Amer. chem. Soc. 62, 3386 [1940]. 
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Mannose 


— und Glu ‘ose «+++: - zwischen 
380 und 600 mu nach verschiedenen Erhitzungszeiten. 


Abb. 1. Absorptionsspektren der mit Orcingemisch A entwickelten Farbung von 
, Galaktose — — — , Fucose — 
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530 mu, welche in den ersten 10 Min., bei Galaktose noch nach 20 Min. 
iiber ein Maximum verlauft, wird waihrend des Erhitzens geringer, und 
das Maximum verschwindet allmahlich vollstandig. 

Um den Verlauf der Farbentwicklung der Orcinverbindungen der 
reinen Hexosen wahrend der Erhitzungszeit besser verfolgen zu kénnen, 
haben wir fiir die vier Wellenlangen 2 = 425, 490, 530 und 546 my die 
Absorption gegen die Erhitzungszeit aufgetragen (Abb. 2). Bei 425 mu 
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Abb. 2. Farbentwicklung bei der Orcin-Reaktion (Reagens A) 
von Mannose , Galaktose — — —, Fucose ...... und Glucose ------- 
in Abhangigkeit von der Erhitzungsdauer. 


steigt die Extinktion in den ersten 30 Min. steil an, nimmt aber dann mit 
zunehmender Erhitzungszeit nur noch wenig zu und erreicht nach 90 bis 
120 Min. einen Hoéhepunkt. Bei den drei folgenden Diagrammen fiir 
490, 530 und 546 my ist die Extinktion der Deutlichkeit halber in 
fiinffachem MaBstab aufgetragen. Ahnlich verlaufen bei 2 = 425 mu 
die mit den Hexosen und Orcin entwickelten Farbungen bei 490 my, 
nur mit wesentlich geringerer Intensitat. 

Anders verhialt sich die Extinktion in Abhingigkeit von der Er- 
hitzungsdauer bei 530 und 546 my. Sie sind unter sich ahnlich, zeigen 
nach etwa 10 Min. ein deutliches Maximum und steigen nach Durch- 
laufen eines wenig charakteristischen Minimums wieder geringfiigig an. 
Das zweite, kleine Maximum, das bei etwa 530 my auftritt, wird durch 
einen zweiten bei dieser Wellenlinge absorbierenden Farbstoff, der sich 
bei langerem Erhitzen wieder zersetzt*, zustande kommen. Demgegen- 
iiber bleibt die Intensitét bei 425 mu unbeeinfluBt von Nebenreaktionen. 


Allein aus dem Verhalten der Absorptionskurven reiner Hexose- 
lésungen (Abb. 2) bietet sich somit die Wellenlinge 425 my zur Ex- 
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tinktionsmessung an. Fiir die EiweiBzuckerbestimmung ist allerdings 
von namhaften Autoren?’ die Wellenlinge 540 my vorgeschlagen worden. 
Die Wahl dieses relativ ungiinstigen Absorptionsbereichs wird damit 
begriindet, daB hier die Abweichung zwischen den spezifischen Extink- 
tionen der Galaktose und Mannose wesentlich geringer sei als im Ab- 
sorptionsmaximum bei 425 my. Da beziiglich der EiweiBzuckerkompo- 
nenten bislang die Frage noch unbeantwortet blieb, ob Galaktose und 
Mannose wirklich regelmaBig im Verhaltnis 1:1 im Serum vorkommen, 
wollen die Autoren durch Messung bei 4 = 540 my eine zusitzliche 
Fehlerquelle ausschlieBen. Die nihere Analyse der Absorptionskurven 
zeigt jedoch, daB diese Annahme nicht berechtigt ist. Zwar liegen die 
Extinktionswerte von Galaktose und Mannose (um 540 my) wesentlich 
niher beieinander als im Absorptionsmaximum. Trotzdem bewirkt aber 
die sehr viel hohere Gesamtextinktion bei 425 my einen geringeren ab- 
soluten Extinktionsunterschied als bei 540 my. 


If. Analyse proteingebundener Hexosen 


Nachdem wir den Einflu8 der Erhitzungsdauer und der Wellenlinge 
auf die Extinktion der mit Orcin entwickelten Farbe bei freien Hexosen 
ermittelt hatten, untersuchten wir die gleiche Abhangigkeit fiir eiweif- 
gebundene Hexosen in einem Normalserum und in isolierten Serum- 
proteinen. Fiir alle Substanzen bestimmten wir mit der Methode A den 
Hexosegehalt-nach verschiedenen Zeiten bis zu einer Erhitzungsdauer 
von 50 Min. und bei vier verschiedenen Wellenlingen. Fiir jede Er- 
hitzungszeit und fiir 425, 490, 530 und 546 my wurden Eichkurven mit 
Gemischen, welche aus aquimolaren Mengen von Galaktose und Mannose 
bestanden, aufgestellt. Die Eiwei$konzentration des Rinderalbumins 
betrug 40 mg, die des Human-x,-Seromucoides 0,656 mg, die des «,- 
Makroglobulins 2,83 mg und die des Pseudo-y-Globulins 6,24 mg pro 
Analysenansatz. Mit (a) wurden die Hexosewerte bezeichnet, bei denen 
der EiweiB-Schwefelsiure-Leerwert L, nicht beriicksichtigt wurde, mit 
(b) diejenigen, bei denen er abgezogen wurde. 

Wie aus der Abb. 3 ersichtlich, fiihren Messungen bei verschiedenen 
Wellenlangen bei allen untersuchten Substraten zu unterschiedlichen 
Ergebnissen. Der Schwefelsiure-Eiweif-Leerwert macht sich bei der 
Berechnung des Hexosewertes von Versuch zu Versuch unterschiediich 
bemerkbar. Wahrend er bei 425 my von untergeordneter Bedeutung ist. 
fallt er bei 546 mu besonders ins Gewicht. Auffallend ist hier jedoch, dah 
sich die untersuchten Substrate in dieser Hinsicht sehr verschieden ver- 
halten. Man vergleiche etwa die Befunde beim «,-Makroglobulin mit 
denen beim y-Globulin. 

Die Beriicksichtigung des Schwefelsiure-Eiweib-Leerwertes L, bei 
den Untersuchungen des isolierter. Rinderalbumins fiihrt, insbesondere 
bei 530 und 546 my, zu ,,negativen“’ Hexosewerten. Dieser Umstand 
wird verstandlich. wenn man sich die fiir das Albumin aufgenommenen 
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Bs Abb. 3. Hexosegehalt in Abhangigkeit von der Erhitzungszeit bei 425, 490, 530 
it und 546 mu mit (a) und ohne (b) Beriicksichtigung des Eiweif-Schwefelsaure- 
Leerwertes (Orcinreagens A) fiir Rinderalbumin, Human-«,-Seromucoid, Human- 
. a%,-Makroglobulin, Human-Pseudo-y-Globulin und Human-Serum. 
Pl 
e Absorptionskurven des Schwefelsiure-Eiweif-Leerwertes L, vor Augen 
d fiihrt (Abb. 4). Die entsprechenden Kurven fiir das Gesamtserum zeigt 
n Abb. 5. 
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Die gefundenen Hexosewerte der untersuchten Substanzen sind 
nicht nur von der Wellenlainge, sondern auch, wie Abb. 3 ausweist, von 
der Erhitzungsdauer abhangig. Bei 425 my ist der Maximalwert beim 
Albumin, «,-Seromucoid und «,-Makroglobulin schon nach 20 Min. 
erreicht. Das y-Globulin sowie manche Serumproben ben6tigen unter 
den gleichen Versuchsbedingungen bis zu 30 Min., um das Maximum 
zu erreichen. Wie aber den einzelnen Kurven entnommen werden kann, 
ist der EinfluB der Erhitzungsdauer bei 425 mu am geringsten. Die in 











Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. Absorptionsspektrum der mit Orcin entwickelten Farbung von Rinder- 
albumin ( ) und seines EiweiB-Schwefelsiure-Leerwertes (----- ). 


Abb. 5. Absorptionsspektrum der mit Orcin entwickelten Farbung von Human- 
serum ( ) und seines EiweiB-Schwefelsiure-Leerwertes (----- rm 


Abb. 3 zusammengefaBten Vergleichsuntersuchungen wie die zuvor an- 
gefiihrten Modellversuche mit reinen Zuckern lassen unsere Methode A 
— bei einer Erhitzungszeit von 30 Min. und Messen bei 425 mu — fiir 
die Bestimmung der eiweiBgebundenen Hexosen am zweckmabigsten 
erscheinen. 


III. Kontrollanalysen mit Hexosenzusatz 


Um zu priifen, ob die Serumproteine und die bei der Hydrolyse ent- 
standenen Aminoséuren das Analysenergebnis beeintrachtigen, be- 
stimmten wir in einigen Versuchsreihen, in denen wir den gefallten und 
wiederaufgelésten Serumproteinen oder den Lésungen der isolierten 
Serumproteine, deren Kohlenhydratgehalt bekannt war, verschiedene 
Mengen Galaktose-Mannose (1:1) zugegeben haben, nach beiden Orcin- 
methoden die Werte fiir die insgesamt vorhandenen Hexosen. Aus der 
Differenz der Gesamthexosen und der eiweiBgebundenen Hexosen ergab 
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sich die zugesetzte Menge. Da die Ergebnisse unabhangig von der Natur 
der untersuchten EiweiBlésung fiir Serum und isolierte Serumproteine 
vollig tibereinstimmten, seien hier nur zwei Tabellen mit Bestimmungen 
am Gesamtserum wiedergegeben, und zwar mit der Methode A bei einer 
Erhitzungszeit von 30 Min. (Tab. 1) und der Methode B bei einer Er- 
hitzungszeit von 20 Min. (Tab. 2). 

Wie Tab. 1 zeigt, stimmen die zugesetzten und wiedergefundenen 
Hexosemengen nach Methode A gut iiberein, gleichgiiltig, ob bei 425 oder 


Tab. 1. Hexosebestimmung an normalem Menschenserum, dem steigende Mengen 
Galaktose-Mannose (1:1) zugesetzt wurden. 
Methode A, Erhitzungsdauer 30 Min. 























y-eiweiB- : Diff. zwischen 
Versuchs- gebundene | = zuges. ___theoret. ; gef. gefund. Zuk- 
bedingungen Hexosen im | Zuckermenge | Zuckermenge | Zuckermenge | kermenge u. 
Ansatz (3 mg in y in y in y eiweiBgeb. 
SerumeiweiB) Hexosen 
425 mu ohne Be- 50 12,5 62,5 62 12 
riicksichtigung 50 25 75 75 25 
von L,* 50 50 100 98 48 
425mu mit Be- 48 12,5 60,5 60 12 
riicksichtigung 48 25 7k 72 24 
von L, 48 50 98 96 48 
546 mu ohne Be- 57 12,5 69,5 70 13 
ricksichtigung 57 25 82 84 27 
von L, 57 50 107 108 51 
546 mu mit Be- 8,5 12,5 21 22 13,5 
riicksichtigung 8,5 25 33,5 36 27,5 
von L, 8,5 50 58,5 60 51,5 
* L, = EiweiB-Schwefelsiiure-Leerwert. 


546 mu gemessen wird und ob der Eiweif-Schwefelsiure-Leerwert 
Beriicksichtigung findet oder nicht. Andererseits lassen die Ergebnisse 
der Tab. 1 wiederum erkennen, dai der Schwefelsiure-Eiweib-Leerwert 
bei der Verwendung des Reagenz A und Messung bei 546 my von 
groBem Einflu8 auf die Bestimmung des Kohlenhydratgehaltes sein 
kann. 

Wenngleich es sich bei diesem hier ausgewahlten Versuch um eine 
extreme Beobachtung handelt, so zeigt er doch den Einflu8 der Beriick- 
sichtigung des zweiten Leerwertes besonders deutlich. Ohne Beriick- 
sichtigung des Eiweif-Schwefelsiure-Leerwertes wird bei 546 my ein 
Proteinzuckerwert von 57 y/mi bestimmt gegeniiber 50 y/ml bei 425 my 
Unter Beriicksichtigung des L, sinkt der berechnete Kohlenhydratgehalt 
bei 546 my auf den extrem niedrigen Wert von 8,5 y ab gegeniiber 48 y 
bei 425 mu. Dieser Umstand wirkt sich selbstverstindlich auf die ge- 
samten Analysenergebnisse aus. Auch aus diesem Grunde ist daher zu- 
mindest bei Anwendung des Orcinreagenz A der Wellenlange 425 mu 
der Vorzug zu geben. 
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Tab. 2 gibt einen analogen Zusatzversuch mit SerumeiweiB, diesmal 
unter Verwendung unseres Reagenz B bei einer Erhitzungszeit von 
20 Min., wieder. 


Tab. 2. Hexosebestimmung an normalem Menschenserum, dem 50 y Galaktose- 
Mannose (1:) zugesetzt wurde. 


Methode B, Erhitzungsdauer 20 Min. 
2,6 mg SerumeiweiB im Ansatz 


I: ohne Hexosenzusatz 
II: mit Zusatz von 50 y Galaktose-Mannose (1:1) 















I II 
4 ohne Beriick-| mit Beriick- | ohne Beriick-| mit Beriick- 
Wellenlainge sichtigung | sichtigung | sichtigung | sichtigung 
von L, von L, von L, von L, 
Hauptext. 0,460 0,460 0,987 0,987 
—L,* 0,050 0,050 0,050 0,050 
m —L,** a 0,005 _ 0,007 
6 my Diff. 0,410 0,405 |- 0,937 0,930 
y/ml 37,75 37,75 81,75 81 
II—I 46 45,5 
Hauptext. 0,055 0,055 0,116 0,116 
nes 0,005 0,005 0,005 0,005 
‘ —L, _ 0,010 — 0,010 
546 my Diff. 0,050 0,040 0,111 0,101 
* y/ml 39,25 32 92 77,5 
II—I 52,75 45,5 

















* L, = Orcin-Leerwert. 
** L, = Eiwei8-Schwefelsiure-Leerwert. 


Zugesetzte Kohlenhydratmengen werden bei dieser Versuchs- 
anordnung nicht mit derselben Sicherheit wiedergefunden wie in der oben 
beschriebenen. Auf der anderen Seite zeigen die Versuche dieser Tabelle, 
daB sich die Beriicksichtigung des Eiweif-Schwefelsiure-Leerwertes L, 
hier nicht in dem AusmaBe bemerkbar macht wie bei den Versuchen mit 
dem Reagenz A bei 546 mu. 

Die in den Tab. 1 und 2 aufgefiihrten Untersuchungen ergeben, daB 
die Proteine und Aminosauren bei der Methode A und der Wellenlainge 
425 mu das Analysenergebnis am geringsten beeinflussen. Sie bestatigen 
zugleich, daB die bisher ermittelten Analysenbedingungen optimal sind. 


IV. Die Abhangigkeit der Hexosebestimmung von der EiweiB- 
konzentration 


In Tab. 3 wurde dasselbe Serum in verschiedenen Konzentrationen 
unter Verwendung des Orcinreagenz A und 30 Min. Erhitzungszeit unter- 
sucht. Wie die Analysen zeigen, sind die Ergebnisse in einem Konzen- 
trationsbereich von etwa 18—75 y Hexosen/m/ auBerordentlich konstant. 
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Tab. 3. Abhangigkeit der Hexosenbestimmung von der zu analysierenden Protein- 
menge nach Methode A, 4 = 425 mu. 





y-Hexose/ml 





Eiwei 8 Extinktion (% Hexosen im EiweiB) 
im ohne Beriick- mit Beriick- ohne Beriick- mit Beriick- 
Ansatz sichtigung sichtigung sichtigung sichtigung 
von L,* von L, von L, von L, 
77 74,5 
4,4 0,62 0,60 (1,75) (1,69) 
56,5 54,5 
3,3 0,455 0,44 (1,71) (1,65) 
37,5 36 
2,2 0,303 0,293 (1,70) (1,64) 
19 18,5 
1,1 0,155 0,149 (1,73) (1,68) 








* L, = EiweiB-Schwefelsiure-Leerwert. 








Weiterhin soll darauf hingewiesen werden, daB sich bei der Anwendung 
der Methode A die zusitzliche Beriicksichtigung des Schwefelséure- 
EiweiB-Leerwertes auf das Ergebnis kaum auswirkt. 

Tab. 4 zeigt demgegeniiber einen analogen Verdiinnungsversuch an 
SerumeiweiB, diesmal unter Anwendung des Reagenz B bei 20 Min. 


Tab. 4. Abhangigkeit der Hexosenbestimmung von der zu analysierenden 


Proteinmenge, Methode B, Normalserum*. 
































Wellenlinge 425 my, d = 10 mm Wellenlinge 546 my, d = 50 mm 
y Hexosen/mi y Hexosen/ml 
Extinktionen (% Hexosen im Ei- Extinktionen (% Hexosen im Ei- 
mg EiweiB weiB) weiB) 
im | 34] 3. | cet] ge. | cet | ge. ] sat | ae 
giz | 235 | 222 | 232 | 222 | 235 | 222 | 22: 
-Ee as mi avn rea ga ~ ee a2 
136,5 130,5 147 126 
9 ° ’ 
10,65 1,18 1,132 (1,27) | (1,23) 0,67 0,58 (1,38) (1,18) 
115 lll 117 98,5 
9 54 ’ 
8,52 1,00 0,962 (1,35) | (1,31) 0,54 0,458 (1,37) | (1,16) 
om 92 88 87 72 
6,39 0,80 0,77 (1,44) | (1,38) 0,408 | 0,342 (1,36) | (1,13) 
7 xxx | 65,5 | 63 “ 60,5 | 49 
4,26 0,575 0,555 (1,54) | (1,48) 0,291 0,241 (1,42) (1,15) 
ss 49 47 . 46 36 
F 2 f 
3,195 | 0,432 | 0,417 (1,53) | (1,47) 0,228 | 0,185 (1,44) | (1,13) 
" 55 34 33 28,5 19 
F 90° ’ 
2,13 0,305 | 0,295 (1,59) | (1,55) 0,151 | 0,113 (1,32) | (0,89) 
“ ‘ 19,5 | 19 14 7,5 
1,065 | 0,175 | 0,170 (1,83) | (1,78) 0,087 | 0,059 (1,32) | (0,70) 
* 3 mi Serum mit 5-proz. TCE gefillt und gewaschen. Niederschlag gelést und tibergespiilt in 


25-ml-MeBkélbchen. Hiervon wurden die einzelnen Verdiinnungen hergestellt. 
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Erhitzungsdauer ; Wellenlange 425 und 546 my. Interessanterweise lassen 
sich schon durch die geringfiigige Anderung des Orcinreagenz und der 
Erhitzungsdauer auch beim Messen bei 425 my die giinstigen Ergebnisse, 
die mit der Methode A regelmaBig erhalten wurden, nicht reproduzieren. 

Vielmehr ergibt die EiweiBzuckerbestimmung mit der Methode B 
innerhalb der Verdiinnungsreihé auch bei Messung im Absorptions- 
maximum (425 my) keine konstanten Werte. Diese steigen mit ab- 
nehmender Substratkonzentration regelmaBig an. Bei 425 my ist auch 
mit der Methode B der Eiwei-Schwefelsiure-Leerwert klein und so 
gering, daB er ohne weiteres vernachlassigt werden kann. Lediglich darin 
stimmen die Methoden A und B iiberein. Auch wenn die Hexosewerte bei 
546 mu bestimmt werden, erweist sich die Orcinreaktion mit der Me- 
thode A verschieden von der nach Methode B. Ohne Beriicksichtigung 
des EiweiB-Schwefelsiure-Leerwertes wird zwar auch bei dieser Methode 
in einem begrenzten MefBbereich eine befriedigende Konstanz erzielt. 
Dieser MeBbereich liegt zwischen 50 und 140 y Hexosen pro Analysen- 
ansatz. Die Empfindlichkeit der Methode B ist damit kleiner als die der 
Methode A, deren bester MeBbereich sich zwischen 20 und 100 y Hexosen 
pro Analysenansatz befindet. 

SchlieBlich muB noch hervorgehoben werden, daB sich auch bei der 
Methode B bei Messung mit 2 = 546 my die Beriicksichtigung eines 
EiweiB-Schwefelsiure-Leerwertes, insbesondere bei den hodheren Ver- 
diinnungen, sehr ungiinstig auswirkt, weil er ebenfalls konzentrations- 
abhangig ist.” 

Das unterschiedliche Verhalten von Serumproben und isolierten 
Serumproteinen bei der an sich geringfiigigen Abwandlung der Orcin- 
methodik, entsprechend unseren Verfahren A und B, sehen wir in zahl- 
reichen Versuchen bestiatigt. Diese Verhaltnisse sollen in Tab. 5 noch 
besonders anschaulich gemacht werden. Hier wurde an einem Versuchs- 


Tab. 5. Die Abhiangigkeit der Hexosenbestimmung von der zu analysierenden 
Proteinmenge. Vergleich der Orcinmethoden A und B (Normalserum). 















































Orcinmethode A Orcinmethode B 
(30 Min. Erhitzungsdauer) (20 Min. Erhitzungsdauer) 
Wellenlinge 425 mu} Wellenlinge 546 mu | Wellenliinge 425 mu} Wellenlinge 546 my 
ss zp | (% Hexosen im Ei-| (% Hexosen im Ei- | (% Hexosen im Ei- | (% Hexosen im Ei- 
mg EiweiB weiB) weiB) weiB) wei8) 
im ° ' s U : ¥ $ 2 
ae] ws 4 “6 3 S bo 4 = 
Ansatz Se s 2 ° < E4 2 - 38s =] s e s 
es | £e° S| bee S25 aS | ES 
sf] 23s ep | 2es 288 ae | 28> 
25 os = =2 == = = 
= & lies to am = i) = 
7,55 1,54 1,48 1,39 1,02 —- — — — 
6,04 1,35 1,27 1,24 0,73 oo _— —_— _— 
4,53 1,25 1,18 1,17 0,60 1,55 1,47 1,50 1,09 
3,02 1,30 1,22 1,23 0,63 1,62 1,52 1,47 1,01 
2,27 1,32 1,26 1,31 0,54 2,09 1,94 1,76 1,16 
1,51 1,24 1,16 1,11 0,25 3,03 2,85 2,83 1,97 
0,76 0,99 0,83 0,70 — 4,57 4,24 3,85 2,06 
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tag dieselbe Verdiinnungsreihe eines Normalserums nach beiden Me- 
thoden analysiert. Das Ergebnis bestitigt unsere zuvor erhobenen Be- 
funde. Die Unterschiede sind also nicht etwa durch eine Verschiedenheit 
des Substrates zu erklaren, sondern ausschlieBlich Folge der angewandten 
Reaktionsbedingungen. 

Diskussion 

Unsere Untersuchungen zeigen, daB die Bestimmung der protein- 
gebundenen Hexosen mit Hilfe der Orcinreaktion von Tillmans und 
Philippi schon durch geringfiigige Anderungen des Analysenverfahrens 
wesentlich beeinfluBt wird. Da bisher keine einheitliche Arbeitsvorschrift 
bestand, untersuchten wir die Analysenbedingungen fiir diese Reaktion. 
Wir legten dabei zugrunde, daB die Hexosen Galaktose und Mannose im 
Mol.-Verhaltnis 1:1 in den Serumproteinen vorliegen. 

Unsere Untersuchungen haben ergeben, daB fiir die Bestimmung 
der Hexosen im EiweiB8 die Extinktionsmessung bei der Wellenlinge 
425 mu durchgefihrt werden sollte. Es erscheint ratsam, als Reagens 
eine 2-proz. Orcinl6sung in 20 vol.-proz. Schwefelsdiure zu verwenden. Als 
giinstigste Erhitzungsdauer erwiesen sich 30 Minuten. 

Nachdem unser Analysenverfahren methodisch optimal ausge- 
richtet erscheint, ist es noch wichtig, die Frage nach den Mengenverhalt- 
nissen der in den Proteinen vorkommenden Hexosen Galaktose und 
Mannose sowie der Desoxyhexose Fucose zu klaren. 


Zusammenfassung 


Um vergleichbare Werte fiir die Bestimmung eiweifgebundener 
Hexosen mit Hilfe der Orcinreaktion zu gewahrleisten, wird folgende 
Standardisierung dieser Reaktion vorgeschlagen : 

Orcin-Reagens: 2-proz. in 20 vol.-proz. Schwefelsaure, 
Reaktionsschwefelsaure : 60 vol.-proz. 
Das Reaktionsgemisch wird 30 Min. bei 80° erhitzt, die Extinktionen 
werden bei 425 mu gemessen. Die Eichung erfolgt mit einer iquimolaren 
Mischung Galaktose-Mannose. Bei der Untersuchung von Gesamtserum 
und seinen Serumproteinen betragt die Fehlerbreite dieser Modifikation 
a 2,5%- 

Summary 

A standardisation of the orcinol test is proposed so that repro- 
ducible results in the determination of protein-bound hexoses may be 
obtained. The method employs a 2 per cent solution of orcinol in 
20 vol. per cent sulphuric acid and 60 vol. per cent sulphuric acid as 
reagent. The reaction mixture is heated for 30 mins. at 80° and the 
optical density measured at 425 my. An equimolecular mixture of 
galactose and mannose is used as standard. In the investigation of 
whole serum and serum proteins the method shows an error of + 2.5 


per cent. 
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Eigenartige Beobachtungen bei der Bestimmung der 
biologischen EiweiBqualitat von Steinpilz (Boletus edulis) 
und Champignon (Psalliota bispora) in diatetischer 
und therapeutischer Hinsicht, II. Mitt.': Krampfauslésende 
\Wirkungen bei der Verfiitterung von Champignon 
an Albinoratten 
Von 
Hermann Fink und Hermann Kubin 


Aus dem Institut fiir Garungswissenschaft und Enzymchemie der Universitit Kéln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. November 1956) 


In friiheren Versuchen an wachsenden Albinoratten fanden wir ge- 
meinsam mit Hoppenhaus ein vollig verschiedenes Verhalten von 
Champignon und Steinpilz beziiglich des ernahrungsphysiologischen Ver- 
haltens, der biologischenQualitat des EiweiBes und des KiweiB-Wirkungs- 
wertes. Zuchtchampignon und Wiesenchampignon erwiesen sich in allen 
diesen Punkten weit unterlegen und zeigten obendrein stark Leber- 
nekrose auslésende Wirkung!. 

Die Experimente waren jedoch in einem Punkt nicht ganz befrie- 
digend. Es gelang uns nicht, die Ratten zur Aufnahme der gleichen 
Futtermengen bzw. EiweiBmengen wie beim Steinpilz zu veranlassen, 
da sie offenbar eine instinktive Abneigung gegen die analog zusammen- 
gesetzte Champignondiaét und auch gegen kiichentechnische Zuberei- 
tungen dieses Pilzes hatten. Die aufgenommene Proteinmenge lag zwar 
fast immer noch iiber der unteren Schwelle, die Himsworth? fiir das 
Auftreten von alimentirer Lebernekrose angibt, und wie wir berichteten, 
wurden ja auch sehr haufig von uns Lebernekrosen als Todesursachen 
festgestellt?. 

Die Aussagen beziiglich der biologischen Wertigkeit des EiweiBes 
waren, worauf wir hingewiesen haben, angesichts der geringen Aufnahme 
von Rohprotein bzw. verdaulichem EiweiB jedenfalls in den ,,eiweiB- 
monochromatischen Diaiten (mit jeweils 92°, verdaulichem Cham- 
pignoneiweiB) nicht sicher. 

Die parallel laufenden chemischen Untersuchungen an den stickstoff- 
haltigen Substanzen des Champignons fiihrten nun zu einem neuen Er- 





1 |. Mitteil.: H. Fink u. K. W. Hoppenhaus, Naturwissenschaften 43, 133 
[1956]; ferner Forschungsberichte des Wirtschafts- und Verkehrsministeriums 
Nordrhein-Westfalen Nr. 389, Westdeutscher Verlag, Kéln u. Opladen 1956. 

2 H. P. Himsworth, The Liver and its Diseases, Blackwell Scientific Publi- 
cations, Oxford 1950. 

3-H. Fink u. I.Schlie, Naturwissenschaften 40, 491 [1953]; H. Fink, 
I. Schlie u. U. Ruge, diese Z. 298, 264 [1953]. 
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gebnis. Die nach Barnstein durch Kupferfallung bestimmte EiweiB- 
fraktion (ReineiweiB) betrug im Champignon nur 52,0% des Rohproteins 
im Gegensatz zum Steinpilz mit 71,7°% des Rohproteins (N x 6,25). Das 
Champignonrohprotein enthalt also viel mehr andere, nicht mehr fiall- 
bare niedrigmolekulare Stickstoffverbindungen, u. a. Harnstoff!?. 

Nach diesem Befund konnte die zwar analytisch formale Aquivalenz 
unserer friiheren vergleichenden Versuchsansatze zwischen Champignon 
und Steinpilz, physiologisch gesehen, beztiglich des biologischen Wertes 
nicht mehr als geniigend untermauert angesehen werden. Es wurden 
neue Versuche notwendig, bei denen den Versuchstieren auf irgendeine 
Weise mehr Champignonsubstanz und damit mehr Champignonstickstoff 
und Eiwei8 einverleibt werden konnte. Dies gelang uns mit erheblichen 
Miihen. Die Versuche brachten dann eine Uberraschung, auf die wir am 
Schlu8 zuriickkommen werden. 

Versucht wurden erzwungene Ernihrung mit Mikrosonden, Zusatz 
von zahlreichen aus der Literatur bekannten und neuen Reizstoffen und 
Gewiirzen*, Anderungen in den Geschmackskomponenten der Diat, Aus- 
tausch des DAB-6-Lebertrans durch (Vitamin E-freies) Schweine- 
schmalz**, Verengung des Nahrstoffverhialtnisses auf 1:5 usw. Erst nach 
vielen Bemithungen und Kombination dieser Verfahren gelang es schlieB- 
lich, in mehreren Gruppenversuchen den wachsenden Ratten die dem 
Steinpilzversuch etwa aquivalenten Mengen an Champignonsubstanz zu 
verabreichen. Das Ergebnis war in mancher Hinsicht verbliffend. Be- 
statigt war zunachst unsere friiher ausgesprochene Vermutung!, daB die 
Tiere bei reichlicherer Aufnahme von Champignonfutter eher friiher ver- 
endeten. Schon innerhalb von 5—20 Versuchstagen starben kurz nach- 
einander in den einzelnen Gruppen alle Versuchstiere, meistens an aus- 
geprigten Leberschiden, wie Nekrosen, Hyperaimien mit braunen Blut- 
farbstoffablagerungen und starker Auflockerung des Lebergewebes. Die 
Gewichtszunahmen waren bis zum Tode ganz unbedeutend oder sogar 
negativ im Gegensatz zu den Steinpilztieren. Vollig neu waren jedoch 
die Symptome, unter denen die Tiere verendeten. Ahnliches hatten wir 
noch nie bei unseren langjahrigen Versuchen iiber die alimentare Leber- 
nekrose oder doch héchstens ganz schwach angedeutet bei unseren frii- 
heren Champignonversuchen’ gesehen. 


Die Ratten wurden etwa 2—6 Tage vor dem Exitus regelrecht ,,verriickt“, 
wahrend sie, wie wir seit 1943 und andere Autoren festgestellt haben, bei normaler 
alimentarer Lebernekrose meist ohne deutlich erkennbare Anzeichen innerhalb 
weniger Stunden verendeten. Ohne einen besonderen Anla8 oder nur durch irgendein 
normales Geréusch erschreckt, beginnen sie im Kafig herumzurasen, die Draht- 
gitter hinaufzujagen oder an den glatten Blechwanden hochzuspringen, wobei sie 
heftig und laut mit Kopf und Extremitaten an Kafigwand und -decke prallen. 
Auch Rollbewegungen um die Langsachse des Kérpers werden gelegentlich durch- 
gefihrt. Der ganze Vorgang geht mit gréBter Vehemenz vonstatten. Nach einigen 


* Wir danken der Firma Raps & Co., Hamburg, fiir die kostenlose Uber- 


lassung zahlreicher Muster von Wurstgewiirzen. 
** Natiirlich wurden dann der Diit die entsprechenden Mengen Vitamin A 


und PD zugesetzt. 
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Minuten ist dann das betreffende Tier véllig erschépft. Oft hangt es nun schwer 
atmend und sich krampfhaft einkrallend oben am Drahtgitter. Dann lésen sich 
langsam die verkrampften Krallen, und das Tier fallt vollig erschépft auf den 
Kafigboden. Nach einer relativ kurzen Erholungsphase verhalt es sich meist 
einige Stunden lang wieder ganz normal und friBt sogar. Dann beginnen meistens 
nach 3—4 Stunden aufs neue die beschriebenen Erscheinungen, die in gewisser 
Hinsicht an die Polyneuritis gallinarum oder die Taubenberiberi erinnern. Erst 
nach 2—6 Tagen vom Beginn der Krampfe tritt der Tod ein; bei etwa 10% der 
Falle schon nach dem ersten oder zweiten Krampfanfall. 

Fast alle mit reichlich Champignon gefiitterten Versuchstiere. 
Mannchen wie Weibchen, zeigten vor dem Tode diese Krampfzustiande. 
Die Erscheinungen konnten wir immer wieder reproduzieren. Sie schei- 
nen um so sicherer und friiher aufzutreten, je mehr Champignon- 
substanz die Tiere in sich aufgenommen haben. 

Da wir Ahnliches bei der alimentiren Lebernekrose, weder erzeugt 
durch Hefen verschiedener Herkunft noch hervorgerufen durch zu wenig 
schonend getrocknetes Magermilchpulver, nie beobachten konnten und 
auch von anderen Forschern auf dem Gebiet der alimentaren Lebernekrose 
nichts Vergleichbares bei den verschiedenen Diiten mit verschiedenen 
EiweiBtragern berichtet wurde, geben wir fiirs erste folgende Deutung 
dieses neuen Phinomens: Zucktchampignon besitzt Giftwirkung auf 
wachsende Albinoratten, wenn er in hinreichenden Mengen 5—20 Tage 
lang als HaupteiweiBtrager (92°) in einer sonst suffizienten Diat ge- 
fressen wird. Im Gegensatz zu anderen von uns untersuchten, die ali- 
mentiare Lebernekrose auslésenden Eiweifitraigern scheinen hier im Cham- 
pignon ein oder mehrere Giftstoffe vorhanden zu sein, welche die 
Krampfzustande auslésen. Da diese friihestens nach 5—20 Tagen 
eintraten, diirften diese Noxen fiir die Ratte entweder nicht besonders 
toxisch sein oder aber in sehr geringer Konzentration im Champignon 
vorkommen. Sie wirken offenbar akkumulativ oder chronisch. Bei der 
(wenn auch nicht sehr nahen) Verwandtschaft des Champignons zu den 
Knollenblatterpilzen (z.B. Amanita phalloides) und zum Fliegenpilz 
(Amanita muscaria) denken wir natiirlich auch an Amanitine, Phalloidin 
und Muscarin, Stoffe, die aber im Champignon dann nur in viel ge- 
ringerer Konzentration vorkaémen. 

Angesichts des nun auBer Zweifel stehenden auBerst geringen bio- 
logischen Wertes des Champignoneiweifes fiir die wachsende Ratte 
kénnte es sich allerdings vielleicht um Symptome eines spezifischen 
EiweiBhungers bzw. -mangels an hochwertigem Protein oder exogenen 
Aminosauren handeln, trotz der nunmehr gelungenen reichlicheren Nah- 
rungs- und EiweiBzufuhr. Es gibt Hinweise in der Literatur’, daB bei 
Hunger Erscheinungen ahnlich der Polyneuritis sowie der Tetanie auf- 
treten kénnen. Mit der weiteren Klarung dieser Erscheinungen sind wir 
beschaftigt. 

Die Krampferscheinungen konnten bei unseren Tieren weder durch 
StoBbehandlung mit Vitamin B, (subcutan 100 y jeden zweiten Tag). 








4 F. Bertram, Dtsch. med. Wschr. 73, 36, 68 [1948]. 
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noch peroral mit getrockneter Bierhefe (200 mg pro Tag) geheilt werden, 
was auch fiir die Polyneuritis bei Hunger beschrieben wird‘. 

Analog durchgefiihrte Fiitterungsversuche mit Champignonhydro- 
lysaten zwecks Entgiftung der vielleicht vorhandenen Ringpeptide 
Amanitin und Phalloidin durch Saurehydrolyse hatten noch kein ein- 
deutiges Ergebnis. 

Die Diat, die bei uns reproduzierbar zu den Krampferscheinungen fiihrte, 
bestand — bezogen auf Trockensubstanz — aus: 

43,6% Champignon, 
49,6% Weizenstarkepuder, 
1,2% Bierhefe, 
2,1% McCollum-Salzgemisch, 
1,5% Schweineschmalz, Vitamin E-frei, 
2,0% Calciumhydrogenphosphat. 
Fettlésliche Vitamine auf 100 g Futtergemisch: 
1500 i. E. Vitamin A, 
150 i. E. Vitamin D (?/; Ds, 1/; D,). 


Nachtrag b. d. Korr. (eingeg. am 31. 10.57): Die Unterschiede, die sich 
bei der noch unveréffentlichten eingehenden papierchromatographischen Unter- 
suchung der Aminosauren im Siurehydrolysat (gemeinsam mit Frau Dr. M. 
Wildau) ergeben haben, scheinen uns nicht so gewichtig, daB sie das grundver- 
schiedene ernéhrungsphysiologische Verhalten von Champignon und Steinpilz hin- 
reichend erkliren kénnten. Allerdings kénnen die urspriinglichen Verschieden- 
heiten durch die vorausgehende doch recht unbiologische Hydrolyse mit 6-n. 
Salzsiure ,,eingeebnet‘‘ worden sein. Nach einer unserer derzeitigen Arbeitshypo- 
thesen, betreffend den krassen diitetischen Unterschied im Ratten-Wachstums- 
versuch zwischen Champignon und Steinpilz, die ja eine praktisch gleich hohe 
in-vivo-Verdaulichkeit von rund 60—70% haben (!), halten wir es fiir wahrschein- 
lich, daB beim Champignon eine oder mehrere essentielle Amino- 
siuren in dem unverdaulichen Proteinanteil eingebaut sind und so- 
mit nicht resorbiert werden kénnen. Ahnliche Verhiltnisse scheinen auch 
bei anderen Waldpilzen — wie Pfifferling und Schafporling — vorzuliegen. 

Unser Beispiel Champignon-Steinpilz zeigt, wie die iibliche Bausteinanalyse 
bei Proteinen im Saurehydrolysat versagen kann, wenn es gilt, das wahre er- 
nihrungsphysiologische Verhalten am Tier zu ergriinden. 

Die Annahme eines Wachstums-Hemmstoffs fiir die Ratte im Champignon 
scheint uns beim Stand unserer heutigen Kenntnis weniger wahrscheinlich. 

Unsere iiberraschenden Ergebnisse an der Ratte driingen geradezu zu einem 
Studium der Ernahrungsphysiologie des Champignons und anderer Waldpilze auch 
am Menschen. 


Zusammenfassung 


Die Verabreichung einer sonst suffizienten Didit mit Zuchtchampig- 
nonsubstanz als HaupteiweiBquelle (92%) fiihrt bei wachsenden Ratten 
unter Auftreten polyneuritisartiger Krampfe innerhalb von 5—20 Tagen 
zum Tode. 

Summary 


The administration to growing rats of an otherwise sufficient diet 
containing 92 per cent of the protein in the form of culture mushroom 
substance (Psalliota bispora) causes polyneuritic convulsions followed by 
death within 5—20 days. 
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Uber die Denaturierung 


von Blutplasma-Proteinen durch Ultraschall in vitro, | 


Zur Methodik der Ultrabeschallung 
Von 
K. Kanig und H. Kiinkel 


Aus der Forschungsabteilung der Psychiatrischen und Neurologischen Klinik der Freien Universitit 
Berlin (Direktor: Prof. Dr. med. H. Selbach) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1957) 


Um den Wirkungsmechanismus von Ultraschall-Wellen* in biolo- 
gischem Material zu erforschen, sind vielfach chemische, physiko- 
chemische und serologische Untersuchungen von Blut, Blut-Serum bzw. 
-Plasma oder deren EiweiBfraktionen vor und nach der US-Einwirkung 
in vivo oder in vitro angestellt worden!. Die Resultate widersprechen 
sich zum Teil, was sicher an den unterschiedlichen Versuchsbedingungen 
gelegen ist. Es kam daher zunachst darauf an, eine gut reproduzierbare 
Methodik zu entwickeln. 

Als Schallquelle benutzten wir das fiir therapeutische Zwecke hergestellte 
..lmpulsaphon* (Fa. Ultraschall-Geraitebau Dr. Born GmbH., Frankfurt a. M.) 
mit einer Schallfrequenz von 1 MHz. Zur Aufnahme der zu beschallenden Fliissig- 
keit befindet sich im Aluminium-Schallkopf eine 3 cm tiefe Bohrung von 2,5 cm 
Durchmesser, die unten durch eine Glasscheibe abgeschlossen ist. 

Kine exakte Messung der in die Fliissigkeit gelangenden Energie- 
menge war aus technischen Griinden nicht méglich. Beim Ubergang der 
Schallwellen vom Schwing-Quarz in Wasser werden infolge Reflexion an 
der Grenzflache nur etwa 35% der abgestrahlten Energie von der Fliissig- 
keit aufgenommen?. Unter unseren Versuchsbedingungen werden sogar 
nur 25% der abgegebenen Energie in die Lésungen tibertragen, wie sich 
nach Formeln von Rayleigh? berechnen lat. Andererseits betragt nach 
Koeppen? die maximale Leistung in der Mitte eines Schallkopfes, be- 
sonders in Quarz-Schallképfen, bis zum 21,-fachen der angegebenen 
Leistung. In unserem Fall kénnen also 25—60°% der abgestrahlten 
Energie in die Versuchslésungen gelangen; da sich dieser Anteil aber 
nicht genau berechnen 1aBt, wird in den folgenden Untersuchungen 
immer die abgestrahlte Leistung angefiihrt werden. 





* Im folgenden abgekiirzt US. 

1 L. Bergmann, Der Ultraschall, 6. Aufl. S. Hirzel Verlag, Stutigart 1954. 

2 Reusse, Med. Techn. 3, 131 [1949]. 

3 Lord Rayleigh, Philos. Mag. (6) Bd. 3, S. 338 
Papers Bd. 5, S. 41. zit. v. L. Bergmann. 

4S. Koeppen, Die Anwendung des Ultraschalls in der Medizin, Hippokrates- 
Verlag Marquardt & Cie., Stuttgart 1951. 
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Stehende Schallwellen, die die US-Intensitaét verdoppeln k6nnen, 
traten unter unseren Versuchsbedingungen nicht auf: Rust® sowie 
Henglein® wiesen nach, daB die Jodabscheidung aus tetrachlorkohlen- 
stoffhaltigen Kaliumjodidlésungen mit der Anzahl der stehenden 
Schallwellen — also auch mit der Hohe der Flissigkeitsschicht — zu- 
nimmt. Bei gréBeren Schallintensitaten bildet sich aber auf der Flissig- 
keitsoberflache ein intensiver Sprudel, der nach Rust® die chemische 
Wirkung des Ultraschalls herabsetzt, da sich infolge unregelmaBiger 
Reflexion der Schallwellen kaum stehende Wellen ausbilden k6nnen. 
In einer Versuchsreihe variierten wir daher die Menge der zu beschal- 
lenden Fliissigkeit und fanden mit zunehmender Schichthéhe 
keine Steigerung der US-Effekte. Da auch unter unseren Bedingungen 
ein intensiver Sprudel auftrat, konnen diese Befunde auf die Abwesen- 
heit stehender Wellen zuriickgefiihrt werden. 

Von den meisten Untersuchern werden die Beschallungen in Glas- 
bechern oder Reagenzglaisern durchgefiihrt, die entweder in ein be- 
schalltes Wasserbad eingetaucht oder direkt bzw. unter Zwischen- 
schaltung eines Metallbechers mit fliissigem Paraffin an den Schallkopf 
angekoppelt werden. Abgesehen davon, daB bei diesen Versuchsbedin- 
gungen die aufgenommene Energie wegen der Reflexion der Schallwellen 
an den verschiedenen Grenzflichen nur 5% und weniger der abge- 
strahlten betriagt (vgl. auch die Tab.), sind solche Versuchsanordnungen 
nach Weissler, Cooper und Snider’ mit erheblichen Fehlerquellen 
behaftet; denn die Glaser kénnen sich in ihrer Bodendicke, Wolbung, 
Glasart und Homogenitét derart unterscheiden, daB die Phasenlage der 
reflektierten Wellen anders sein und der Wellenvektor in eine andere 
Richtung gelenkt werden kann. Auch wenn man Glaser mit geschliffenem 
Boden benutzt® und damit die Bodendicke und -wélbung weitgehend 
konstant halt, lassen sich die Versuche dennoch weniger gut reprodu- 
zieren, als wenn man die Fliissigkeit direkt in die Bohrung des 
Schallkopfes bringt, wie folgende Untersuchungen zeigen: 

In einer 5-proz. Kaliumjodidlésung wurde das durch US-Einwirkung frei- 
gesetzte Jod photometrisch bestimmt. Zwei Proben dieser L6sung wurden je 10mal 
2 Min. lang mit einer Leistung von 3 W/cm? beschallt, die eine direkt in der Boh- 
rung des Aluminiumkopfes und die andere in einem Glasbecher mit geschliffenem 
Boden, der mit Paraffinédl an den Schallgeber gekoppelt war. Wie die Tab. zeigt, 
betrugen die mittleren relativen Fehler bei der ersten MeBreihe 1,1°, und bei der 
zweiten 28°,. Daraus geht eindeutig hervor, da} die Reproduzierbarkeit der 
Versuche im Schallkopf selbst wesentlich besser ist als im angekoppelten 
Glasbecher. 

Nach den Untersuchungen einiger Autoren war anzunehmen, dal 
der US-Effekt in erster Linie auf sog. Pseudokavitationen beruht, 


5 H. H. Rust, Angew. Chem. 65, 249 [1953]. 

6 A. Henglein, Z. Naturforsch. 9b, 252 [1954]; 10b, 20 [1955]. 

7 A. Weissler, W. Cooper u. 8. Snider, J. Amer. chem. Soc. 72, 1769 
[1950]. 
8 J. Lehmann u. G. Finsterwalder, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 206, 314 [1949]. 

Big 








K. Kanig und H. Kiinkel, 








| 1. MeBreihe | 2. MeBreihe 










































albumin-Lésung. 


Abb. 1. Abhingigkeit des US-Effek- 
tes von der Sattigung mit Luft. 
AEtr. = Anderung der scheinbaren 
Lichtextinktion; Intervall: 3 Min. ; 
Leistung 3 W/cm?. Photometer 
Eppendorf. Luftsittigung o> x>e 
A = Anzahl der Beschallungen. 


c J; J, 
Nr. ER =. — a. 
E = log 7] E = log 7 

] 0,353 0,010- 

4 0,364 0,011 

3 0,356 0,009 

4 0,368 0,012 

5 0,358 0,018 

6 0,371 0,010 

7 0,362 0,019 

8 0,360 0,015 

9 0,368 0,011 

10 0,362 0,018 

Mittel | 0,362 | 0,014 

rel. Fehler | 52°, | 28% 
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Jodabscheidung aus einer Kalium- 
jodidlésung durch Ultraschall. 
1. MeBreihe: Beschallung im Schall- 
kopf; 2. MeBreihe: Beschallung 
im angekoppelten Glasbecher. 


die wiederum an die Anwesenheit geléster Gase gebunden sind!. Wir be- 
schallten deshalb die Lésungen in Intervallen von 3 Min. und fiihrten 
zwischendurch physikochemische Messungen aus, bei denen die Lésungen 
wieder zwangslaufig mit Luft gesittigt wurden, oder das im US-Kopf 
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verbleibende Material wurde zwischen den Intervallen durch dreimaliges 
Aufsaugen in eine gréBere Pipette mit Luft angereichert. DaB die US- 
Wirkung tatsachlich mit zunehmender Luftsattigung an- 
steigt, zeigt Abb. 1 am Beispiel der stiarkeren Triibung einer Rinder- 
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Um Eiweifdenaturierungen durch Temperaturerhéhung  aus- 
zuschlieBen, wurde der Schallkopf hier sowie in allen folgenden 
Untersuchungen mit Eis gekiihlt. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft durchgefiihrt. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine Versuchsanordnung fiir Ultraschall (US)-Experi- 
mente mit kleinen Flissigkeitsmengen beschrieben, bei der Fehlermég- 
lichkeiten und der Verlust an US-Energie geringer sind als bisher. 

2. Stehende US-Wellen treten dabei nicht auf. 

3. An der Triibung einer Rinderalbumin-Lésung wird gezeigt, daB 
der US-Effekt von der Luftsattigung abhangt. 


Summary 


A technique is described for ultvasonic experiments with small 
quantities of liquid which shows improved reproducibility. The ultra- 
sonic energy losses are less than in previous methods and stationary 
waves are not formed. The turbidity of a bovine albumin solution sub- 
mitted to ultrasonic treatment has been shown to increase with increas- 
ing saturation with air. 





gemessen werden, Im Photometer ,,Eppendorf‘‘ 1a8t sich beides hintereinander 
durch Umstecken der Photozelle und Auswechseln des Kiivettenhalters leicht aus- 


Licht relativ zu einem Triibungsstandard gemessen werden (vgl. Arbeitsvorschrift 
zum Photometer ,,Eppendorf*‘). 


verlauf. 


grade“ mit +, ++, +++ und +++4 bezeichnet, in Anlehnung an die Ta- 
bellen fiir den Reaktionsausfall des Lues-Flockungstestes im Serum**, j 


J. F. Bergmann, Miinchen 1949. 


vorstehend. 
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Uber die Denaturierung von Blutplasma-Proteinen 
durch Ultraschall in vitro, II 


Physikochemische Untersuchungen an Rinderalbumin- 
und Fibrinogen-Lésungen nach Intervall-Beschallungen* 
Von 
K. Kanig und H. Kiinkel 
Aus der Forschungsabteilung der Psychiatrischen und Neurologischen Klinik 
der Freien Universitat Berlin (Direktor: Prof. Dr. med. H. Selbach) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1957) 


Bei unseren Ultraschall (US)-Versuchen wurden folgende physiko- 
chemische Untersuchungen durchgefiihrt : 


1. Messung der scheinbaren Lichtextinktion und der rela- 
tiven Lichtstreuung 


Licht, das in ein disperses System eintritt, kann durch Absorption, Refraktion 
bzw. Reflexion und durch Streuung beeinflu8t werden!. Der frei hindurchgehende 
Teil und das Streulicht kénnen in einem Photometer bzw. in einem Nephelometer 


fiihren. Allerdings kann mit dieser Anordnung nur das im Winkel von 90° streuende 


Bei Messung der scheinbaren Lichtextinktion im Verlauf der Koa- 
gulation hydrophiler anorganischer Sole fand Wannow? in Abhangig- 
keit der fallenden Elektrolytkonzentration einen S-férmigen Kurven- 





Die Intensitat des gestreuten Lichtes ist (bis zu einer gewissen GréBe | 
der dispergierten Teilchen) der Teilchengré8e proportional; bei weiterer | 
GréBenzunahme der Teilchen iiberschreitet die Streulichtintensitat ein | 


Maximum}. 


2. Beobachtung der Koagulation (Flockung) in einem Agglu- 


tinoskop | 
Der Beginn der sichtbaren Flockung wurde mit +, die folgenden ,,Flockungs- 


! B. Jirgensons u. M.Straumanis, Kurzes Lehrbuch der Kolloidchemie, 


2 H. A. Wannow, Kolloid Beih. 50, 367 [1939]. 
* Uber die Methodik der Ultrabeschallung s. I. Mitt., diese Z.309, 162 [1957]; 


** Reagenzienblatter der Behringwerke Nr. 4, 8.11 [1951]. 
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3. Viscositatsmessung 


Diese wurde mit einem fiir geringe Fliissigkeitsvolumina umgebauten Frei- 
fluB-Viscosimeter nach Umstiatter (Fa. Herzog, Berlin) bei 37° im Thermo- 
staten ausgefiihrt. Aus den ermittelten DurchfluBzeiten wurde die relative (7/ NM) 
und die spezifische Viscositit (7/n9 — 1) berechnet, da hierdurch die Verinde- 
rungen wesentlich deutlicher gemacht werden. Die Viscositit des Lésungsmittels 
(79) wurde derjenigen einer Ringerlésung bzw. des dest. Wassers gleichgesetzt. Um 
die verschieden konzentrierten EiweiBlésungen besser miteinander vergleichen zu 
kénnen, wurde der Quotient aus der spezif. Viscositaét der beschallten und der 
unbeschallten Lésung gebildet (ysp/nyosp). Wird dieser mit 100 multipliziert, so 
erhalt man die spezif. Viscositat in °4 des Ausgangswertes. 

Hydrophile Sole zeigen ganz allgemein wihrend der Koagulation einen Visco- 
sitiitsanstieg, da die entstehenden Aggregate durch ihren unregelmafigen Bau 
erhebliche Lésungsmittelmengen immobilisieren kénnen*. Ishizaka‘* koagulierte 
Al (OH),-Sole u. a. durch Zusatz von Kaliumsalicylat und maf dabei die Fallungs- 
geschwindigkeit mittels der Viscositét. Die Zihigkeit-Zeit-Kurven verliefen zwei- 
phasig: In der ersten Phase stieg die Viscositat langsam, in der zweiten schnell an. 
Auch mit wachsender Konzentration des fillenden Salzes stieg die Viscositat zu- 
nichst langsam und erst nach Erreichen einer bestimmten Konzentration schnell 
an. Ishizaka schlieBt daraus, da von einer bestimmten Zeit bzw. Konzentration 
an der ,,kritische Koagulationspunkt“ iiberschritten wird. 

Die Viscositat der Proteine hingt in erster Linie von ihrer Gestalt, d. h. von 
ihrem Verhaltnis Linge/Dicke ab. Je gréBer dieses Verhiltnis ist, d. h. je lang- 
gestreckter die Molekiile sind, um so héher ist auch die Viscositat®—’. Bei sehr langen 
Molekiilen tritt dann die sog. Strukturviscositit auf’, die man auch an der Stré- 
mungsdoppelbrechung erkennen kann. Solvatation, Ladung und chemische Eigen- 
schaften spielen dagegen nur eine untergeordnete Rolle!:’. Die Viscosititszahlen 
(In (/n9) / c) betragen z. B. fiir Albumin 0,033, fiir y-Globulin 0,060 und fiir Fibri- 
nogen 0,220 9. 

Die Ansicht, da sich die Sphiroproteine (Proteine mit kleinem Achsenver- 
hiltnis) bei der Denaturierung entkniiueln, ist durch Viscosititsmessung vielfach 
bestitigt worden®® 10-13, Z, B. fand Neurath® bei nativem Serumalbumin ein 
Achsenverhiiltnis von 145/34 A, bei denaturiertem dagegen ein solches von 359/20 4 A. 
Linearproteine (Fibrinogen, Myosin, Gelatine) zeigen dagegen bei der Denaturie- 
rung eine Abnahme der Viscositaét unter Verlust der Strukturviscositat und Stré- 
mungsdoppelbrechung !* 14~18, 

Bei allen Lésungen makromolekularer Stoffe, die Strukturviscositaét auf- 
weisen (z. B. Agar-Agar, Gummi arabicum, Gelatine, Hyaluronsiure), fiel die 





3 A. Kuhn, Kolloidchemisches Taschenbuch. 4. Aufl. Akademische Verlags- 
gesellschaft Geest & Portig KG., Leipzig 1953. 

4 N. Ishizaka, Z. physik. Chem., Abt. A 88, 97 [1913]. 

> A. Polson, Kolloid Z. 88, 51 [1939]. 

6 H. Neurath, J. Amer. chem. Soc. 61, 1841 [1939]. 

7H. Staudinger, Organische Kolloidchemie, Friedr. Vieweg & Sohn, 
Braunschweig 1940. 

8 G. V. Schulz, Z. Elektrochem. angew. physik. Chem. 48, 479 [1937]. 

9H. E. Schultze, I. Géllner, H. Heide, M. Schénenberger u. 
G. Sehwick, Z. Naturforsch. 10b, 463 [1955]. 

10 M. L. Anson u. A. E. Mirsky, J. Physiology 60, 50 [1925]. 

1 W. J. Loughlin u. W. C. M. Lewis, Biochem. J. 26, 476 [1932]. 

12 B. Jirgensons, J. prakt. Chem. 160, 120 [1942]; 161, 181, 293 [1943]; 
162, 224, 237 [1943]. 

3 J. Gréhu. M. Weltner, Kolloid Z. 107, 141 [1944]. 

M4 E. Wohlisch, Kolloid Z. 85, 179 [1938]. 
aoe | Lébering u. K. Staunig, Kolloid Z. 85, 279 [1938]. 
16 M. vy. Ardenneu. H. H. Weber, Kolloid Z. 97, 322 [1941]. 
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Viscositiét nach der Ultrabeschallung ab1’~*°. Diese Erscheinung wird von den 
Autoren als Depolymerisation gewertet. Das Zerschlagen von grofen Eiweib- 
molekiilen durch US wurde an Hamocyaninen und Viren bestatigt*!*. 

Abb. 1 zeigt unsere Untersuchungsergebnisse an einer 2 g-proz. 
Rinderalbuminlésung und an einer 1 g-proz. Fibrinogenlésung. Die 


144 04 
-124 02 
rota 


08; 





06 


26) 18 


264 164 





46), —— 


4 E17, Albumin 






Viskositat 
Albumin 


% bl Str —— 






al Str 
Albumin 







Fibrinogen 








Flockungsgrad —=— 














ae ee 8 8 ee ee 


5x 10x 15x 20x 


Viskositat gl 


Fibrinogen 







Abb. 1. Physikochemische Veranderungen einer 2 g-proz. Rinderalbumin-Lésung 
(gelést in dest. Wasser) und einer 1 g-proz. Fibrinogen-Lésung (gelést in physiol. 
NaCl-Lésung) nach US-Einwirkung. 

A: Anzahl der Beschallungen, Intervall 3 Min.; 3 W/cm*. AErr.: Anderung der 
scheinbaren Lichtextinktion. ALstr.: Anderung der relativen Lichtstreuung. 


Denaturierungserscheinungen wahrend der Ultrabeschal- 
lung lassen sich gut verfolgen: Dort, wo die Kurven des Streulichtes und 
der scheinbaren Lichtextinktion wieder flacher werden, setzt die mikro- 


17 A. Szent-Gyérgy, Nature [London] 131, 278 [1933]. 


18 A. Szalay, Z. physik. Chem., Abt. A 164, 234 [1933]. 
19 E. Thieme, Physik. Z. 39, 384 [1938]. 
20 W. Hunzinger, H.Sillmann u. G. Viollier, Experientia [Basel] 5, 


479 [1949]. 


21 §. Brohult, Nature [London] 140, 805 [1937]. 
22 G. A. Kausche, E. Pfankuch u. H. Ruska, Naturwissenschaften 29, 


573 [1941]. 
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skopisch sichtbare Flockung ein. Die spezif. Viscositaét steigt mit immer 
gréber werdender Flockung steil an, waihrend die Intensitat des Streu- 
lichtes abfallt und die Lichtextinktion ihr Maximum erreicht. 

Diese Befunde stimmen mit den Koagulationsverliufen anderer 
hydrophiler Sole gut iiberein (s. 0.). Die Viscositat steigt aber bei dem 
Sphiroprotein Albumin auch schon vor Beginn der mikroskopisch 
sichtbaren Flockung — wenn auch nicht so steil — an, was mit einer 
Jntfaltung der Polypeptidketten erklirt werden kann (s. 0.). Bei dem 
Linearprotein Fibrinogen fallt dagegen die Viscositat vor Beginn der 
iikroskopisch sichtbaren Flockung ab, was auf eine Spaltung der Mole- 
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59% Abb. 2. Abkangigkeit der US-Effekte von 
der Eiwei8konzentration am Beispiel der 
Anderung der rel. Lichtstreuung (At. str.). 
Rinderalbumin in dest. Wasser gelost. 
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kiile zuriickzufiihren ist (s. o.). Auch Hunzinger und Mitarbb.?° fanden 
mit zunehmender Beschallungsdauer eine zunehmende Zerstérung des 
Fibrinogens im Plasma und in Fibrinogen-Lésungen, in letzteren bis zur 
Koagulation. 

Von Thieme?® wurde an Gelatine-Lésungen nachgewiesen, das der Ultra- 
schalleffekt von der Konzentration abhangt: Bei kleineren Konzentra- 
tionen bis etwa 1 g% nahm die Viscosititsabnahme zu, um bei héheren Konzen- 
trationen wieder abzufallen. Bei einer Konzentration von 2,4 g% trat iiberhaupt 
keine Veranderung mehr auf. Dognon und Simonot* deuten ihre ahnlichen 
Befunde so: In Suspensionen und kolloidalen Lésungen bleibt die Kavitation 
(gemeint ist wahrscheinlich die Pseudokavitation, s. I. Mitt.) und ihre Folge- 
erscheinungen oberhalb einer kritischen Grenzkonzentration (2—5 g°,) aus, weil 
die sich selektiv erwirmenden Teilchen zuviel Energie verbrauchen. 

Auch wir konnten in unseren Versuchen feststellen, daB die Effekte 
mit zunehmender EiweiBkonzentration abnahmen (s. Abb. 2). Allerdings 
scheint fiir Spharoproteine die kritische Grenzkonzentration weit héher 
zu liegen. 

Die Arbeit wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft ge- 
fordert. 


23 A. Dognon u. Y. Simonot, Naturwissenschaften 37, 14 [1950]. 
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Zusammenfassung 


1. Mit Triibungs-, Flockungs- und Viscositits-Messungen lieBen sich 
physikochemische Veranderungen der Proteine unter Ultraschall (US) 
genau definieren. 

2. Rinderalbumin und Fibrinogen denaturieren durch US-Einwir- 
kung zunehmend mit der Anzahl der Beschallungen. 

3. Der Verlauf la8t vermuten, daB das Sphiroprotein (Albumin) 
vor dem Ausflocken durch Entfalten der Polypeptidketten gestreckt, 
das Linearprotein (Fibrinogen) aber vor der Koagulation quer zur 
Lingsachse aufgespalten wird. 

4. Je niedriger die EiweiBkonzentration ist, um so gr6éBer ist der 
US-Effekt. 

Summary 


1. The physico-chemical changes in proteins resulting from ultra- 
sonic treatment can be accurately defined by means of turbidity, floccu- 
lation and viscosity measurements. 

2. Bovine albumin and fibrinogen are denatured by ultrasonic 
treatment, the degree of denaturation increasing with the number of 
treatments. 

3. The results indicate that albumin is stretched by unfolding of 
the polypeptide chain before flocculation while fibrinogen is cleaved 
across the longitudinal axis before coagulation. 

4. The ultrasonic effect increases with decreasing protein concen- 
tration. 
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Uber die Denaturierung von Blutplasma-Proteinen 
durch Ultraschall in vitro, III 


Physikochemische und chemische Untersuchungen 
an Rinderalbumin-, Rinder-y-Globulin- 
und Fibrinogen-Lésungen 
in Abhangigkeit von der Beschallungsdauer 
Von 
K. Kanig 


Aus der Forschungsabteilung der Psychiatrischen und Neurologischen Klinik 
der Freien Universitat Berlin (Direktor: Prof. Dr. med. H. Selbach) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1957) 


Da der US-Effekt von der Luftsattigung der zu beschallenden 
Lésung abhingt!, geléstes Gas aber durch US ausgetrieben wird, war 
zunichst mit einer weiteren Zunahme der US-Wirkungen bei langerem 
Beschallen nicht zu rechnen. Paunoff? wies jedoch nach, da trotz 
Aufhérens der Gasabscheidung Wasser noch nach stundenlangem Be- 
schallen gashaltig war. Die Befunde der Autoren’, die bei zanehmender 
Beschallungsdauer eine Zunahme der chemischen und physikochemi- 
schen Wirkungen festgestellt hatten, werden damit zwanglos erklart. 
Wir gingen deshalb auch bei unseren Versuchen von der Intervall-Be- 
schallung auf verschieden lange Dauer-Beschallung iiber und setzten fiir 
jeden Versuch Proben derselben EiweiBlésung 5, 15, 30 und 60 Min. der 
US-Energie aus. Damit vermieden wir auch den sog. Ramsden- Effekt 
(Denaturierung von Proteinen durch Schéumen bzw. Spreitung), der sich 
nicht ausschlieBen 148t, wenn man dieselbe Probe einer EiweiBlosung 
zwischen den Intervall-Beschallungen haufig untersucht. Dies diirfte 
insbesondere bei haiufigen Messungen in FreifluB-Viscosimetern der Fall 
sein. 

Um bei unseren US-Versuchen auch evtl. auftretende chemische 
Reaktionen zu erfassen, wurden von uns neben den physikochemischen 
Methoden wie Messung der Viscositat, Lichtstreuung, scheinbaren Licht- 
extinktion und Flockung? folgende weitere Methoden angewandt : 


1. Messung des py-Werts. 

2. Messung des elektrischen Widerstandes mit einer MeBbriicke 
(GM 4249) und der dazugehérigen Leitfihigkeits-MeBzelle (GM 4221, Fa. Elektro- 
Spezial [ Philips], Hamburg) ; 

1 Zur Methodik der Ultrabeschallung s. I. Mitteil.: K. Kanig u. H. Kiinkel, 
diese Z. 309, 162 [1957]. 

2 P. Paunoff, Annu. Univ. Sofia, Fac. physico-math. 85, 179 [1938]. 

3 L. Bergmann, Der Ultraschall, 6. Aufl. S. Hirzel Verlag, Stuttgart 1954. 

4 Vel. K. Kanig u. H. Kiinkel, diese Z. 309, 166 [1957], vorstehend. 
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3. Bestimmung der salpetrigen Siure nach Griess-Ilosvay®: 5 ml 
des Reagens werden zu 1 ml der zu untersuchenden Lésung gegeben. Nach 15 Min. 
wird im Photometer ,,Eppendorf*, Filter Hg 546 nm, die Extinktion gegen den 
Leerwert (1 ml Untersuchungslésung + 5 m/l 30-proz. Essigsaure) abgelesen. Die 
Farbintensitat bleibt mindestens 1 Stde. konstant. Die Extinktion der Eigenfarbe 
des Reagens’, ebenfalls gegen 30-proz. Essigsiiure gemessen, wird abgezogen. 

Durch US verursachte chemische Reaktionen sind schon lange bekannt®. Sogar 
nach Beschallen von dest. Wasser wurden Reaktionsprodukte nachgewiesen: 
Schmitt, Johnson und Olson® entdeckten Spuren von H,O, in sauerstoff- 
haltigem Wasser. Beuthe’ fand auBerdem HNO, und NH;. Breuning® konnte 
schon bei Intensititen von weniger als ] W/cm? Nitrit mit m- Phe enylendiamin nach- 
weisen. Virtanen und Ellfolk® fanden eine Abhiangigkeit der Bildung von NO, 
und NO, (Oxydation des NO, durch H,O,) vom py-Wert des lufthaltigen Wassers. 
Paunoff? wies nach lingerem Beschallen von sauerstoffhaltigem Wasser Ozon 
nach. Auch in kolloidalen Lésungen wurden chemische Reaktionsprodukte ge- 
funden: Chenoch und Lapinskaja?® fanden nach Beschallen von lufthaltigen 
9,1- und 0,5-proz. Gelatinelésungen neben einer irreversiblen Abnahme der Visco- 
sitat einen py-Abfall und mit der Beschallungsdauer zunehmende Mengen von 
HNO,, HNO,, NH, und Formaldehyd. Bei Abwesenheit von Luft fanden sie keine 
chemischen Verinderungen, was nach dem oben Ausgefiihrten durchaus verstind- 
lich wird. 

Schon bei unseren Versuchen mit Intervall-Beschallung hatten wir 
ebenfalls einen erheblichen Abfall des px-Wertes und des elektrischen 
Widerstands festgestellt. In einer 1,0 g-proz. y-Globulinlésung war z. B. 
nach einer Gesamtbeschallungsdauer von 45 Min. die H®-Ionen-Konzen- 
tration um das 25-fache gestiegen. Der elektrische Widerstand war dabei 
von 48 auf 41 Ohm abgefallen. In Albumin- und Fibrinogen-Lésungen 
war der pu-Abfall geringer. Beriicksichtigt man die Pufferwirkung der 
Proteine, so muB die H®-Ionen-Bildung durch US noch gréBer sein. 

Diese Erscheinungen konnten in solechem Ausma8 nicht durch 
physikochemische Verainderungen am Eiweifmolekiil hervorgerufen 
worden sein, sondern muBten auf die Bildung von relativ groBen Saure- 
mengen zuriickgefiihrt werden. Wir priiften daher die beschallten Ei- 
weiblésungen auf die Anwesenheit von salpetriger Séure. Die 
Ergebnisse zeigt Abb. 1. Wie schon nach dem py-Abfall zu erwarten war, 
ist die Nitritbildung in der y-Globulinlésung am gréBten. Der US-Effekt 
hangt also nicht nur von der Konzentration ab*, sondern auch von der 
Art des Proteins. Dabei ist aber eine Abhaingigkeit weder vom Molekular- 
gewicht noch von der Gestalt der Proteine zu erkennen. 








> Griess-Ilosvay, zit. von K. Lang, in Hoppe-Seyler/Thierfelder: Hand- 
buch der physiol. und pathol.-chem. Analyse, III,, S. 176, Springer, Berlin-Géttin- 
gen-Heidelberg 1955. 

6° F.O. Schmitt, C. H. Johnson u. A. R. Olson, J. Amer. chem. Soe. 51, 
370 [1928]. 

7 H. Beuthe, Z. physik. Chem. Abt. A 163, 161 [1933]. 

8 E. Breuning, Der Ultraschall in der Medizin (KongreBbericht der Er- 
langer US-Tagung 1949), 8. 139; Der Ultraschall in der Medizin 8, 6/8 [1951]. 

® I. Virtanen u. N. Ellfolk, Acta chem. Scand. 4, 93 [1950]; J. Amer. 
chem. bay 72, 1046 [1950]. 

M. A. Chenoch u. J. M. Lapinskaja, Ber. Akad. Wiss. UdSSR 80, 921 

[1951] ref. Chem. Zbl. 1952 , 1g, 4150. 
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Hier fiihren die physikochemischen Untersuchungen weiter: Wie 
Abb. 2 und 3 zeigen, nehmen Triibung, Flockung und Viscositatsanstieg 
in der Reihenfolge y-Globulin, Albumin, Fibrinogen zu. In dieser Reihen- 
folge nimmt aber die Nitritbildung ab, so da man eine Hemmung der 
Pseudokavitation und damit der chemischen Reaktionen durch raum- 
liche Behinderung infolge zunehmender Flockung annehmen muB. 

Uberraschend sind die Befunde beim y-Globulin, das durch viele 
Denaturierungsmittel vor dem Albumin ausgefallt wird. Gegen die US- 
Denaturierung aber ist es stabiler als dieses. Sogar nach 60 Min. langem 
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Abb. 2.'' Anderung der rel. Lichtstreuung (4L.Str.) und der scheinbaren Licht- 
extinktion (4Etr) in verschiedenen 1 g-proz. EiweiBlésungen in Abhangigkeit von 
der Beschallungsdauer. 
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Beschallen ist noch keine Triibung zu bemerken; auch der Viscositats- 
anstieg ist auBerst gering. 

Das Fibrinogen verhialt sich bei der Dauerbeschallung etwa so wie 
bei der Intervallbeschallung!: Erst erfolgt Spaltung der Molekile, dann 
Koagulation. Die Denaturierungserscheinungen beim Albumin sind 
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Min. 

gegentiber denen bei Intervallbeschallung* verzOgert, was auf drei Ur- 
sachen zuriickgefiihrt werden kann: 

1. Hier Auflésung in physiol. Kochsalzlésung (zum besseren Ver- 
gleich mit der y-Globulinlésung), dort Auflésen in dest. Wasser ; 

2. hier infolge der Dauerbeschallung geringere Luftsattigung als 
dort; 

3. dort evtl. Uberlagerung durch den Ramsden- Effekt (s. 0.), der 
hier vermieden wird. 


Die Untersuchungen zeigen aber noch etwas anderes: Da die Nitrit- 
bildung sich umgekehrt proportional zu den physikochemischen Eiweib- 
verinderungen verhalt, kénnen die entstandenen chemischen Produkte 
nicht allein als Ursache fiir die EiweiBdenaturierung durch US heran- 
gezogen werden. Da der Temperatureffekt auszuschlieBen ist (sonst ware 
auch das y-Globulin ausgeflockt), miissen noch andere Eigenschaften des 
US fiir die EiweiBdenaturierung mitverantwortlich sein. 

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft durchgefiihrt. 

_  Herrn Prof. Dr. H. E. Schultze, Behringwerke (Marburg), sind wir fiir die 
Uberlassung von Versuchsmengen Rinderalbumin und Rinder-y-Globulin sehr zu 
Dank verpflichtet. 
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Zusammenfassung 


1. In EiweiBlésungen wird durch Ultraschall salpetrige Saure 
gebildet, deren Menge von der Beschallungsdauer sowie von der Art des 
Proteins und dessen physikochemischer Veriinderung unter der Be- 
schallung abhangig ist. 

2. Rinderalbumin und Fibrinogen werden dabei in verschie- 
denem AusmaB koaguliert, Rinder-y-Globulin dagegen nicht. 

3. Aus den Versuchen geht hervor, daB die durch US entstandene 
salpetrige Saiure nicht die einzige Ursache fiir die Eiwei®denaturierung 
sein kann. 


Summary 


1. Nitrous acid is formed in protein solutions when the latter are 
submitted to ultrasonic treatment. The quantity of acid formed depends 
on the duration of the treatment and varies according to the nature of 
the protein and the physico-chemical changes which the latter undergoes 
during the ultrasonic treatment. 

2. Bovine albumin and fibrinogen are coagulated to varying degrees 
while bovine y-globulin is not affected. 

3. The results indicate that the nitrous acid formed during ultrasonic 
treatment is not the sole cause of the protein denaturation. 
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Uber die Denaturierung von Blutplasma-Proteinen 
durch Ultraschall in vitro, IV 


Physikochemische und chemische Untersuchungen* 
an Human-Mischserum und die Rolle des Rinder-y-Globulins 
als Schutzkolloid bei der US-Denaturierung? 
Von 
K. Kanig 


Aus der Forschungsabteilung der Psychiatrischen und Neurologischen Klinik 
der Freien Universitat Berlin (Direktor: Prof. Dr. med. H. Selbach) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1957) 


In der IT. und ITI. Mitteil. wurde das unterschiedliche Verhalten 
einzelner Plasmaproteine nach verschieden langer US-Einwirkung auf- 
gezeigt. 

DaB verschiedene Proteine auf Einwirken von Hér- oder Ultraschall unter- 
schiedlich reagieren, wurde schon von anderen Autoren — allerdings unter anderen 
Versuchsbedingungen und mit anderen Ergebnissen — festgestellt. So fanden z. B. 
Chambers und Flosdorf?* wohl eine Koagulation von Ovalbumin und Plastein, 
nicht aber von Pferde-Serumalbumin durch Hérschall. 

Es war nun interessant, die physikochemischen Veraénderungen von 
Blutserum durch US-Einwirkung zu untersuchen. Die Ergebnisse an 
einem unverdiinnten und einem mit physiologischer Kochsalzlésung auf 
lg %, EiweiB verdiinnten Serum (gemischt aus verschiedenen, héchstens 
3 Tage alten Human-Seren) zeigt Abb. 1. Die Befunde sind den an einer 
beschallten 1 g-proz. y-Globulin-Lésung erhobenen sehr ahnlich (vgl. 
III. Mitt.): trotz erheblicher Nitritbildung findet sich keine Zunahme der 
Triibung und nur ein geringer Viscositiitsanstieg. Die scheinbare Licht- 
extinktion und die relative Lichtstreuung nehmen sogar mit zuneh- 
mender Beschallung des Serums ab. 

DaB Serum nach US-Einwirkung klarer wird, ist schon langer bekannt*. Da 
die Triibung im Serum groBenteils von den anwesenden Lipiden herrihrt, ist an- 
zunehmen, daB diese Stoffe durch die bei der Beschallung entstandenen Produkte 
(vgl. III. Mitt. ?) in einen besser léslichen Zustand iibergefiihrt werden. 

Um die Ursache des gleichen Verhaltens von Serum und y-Globulin- 
Lésung zu priifen, stellten wir verschiedene Mischungen einer 1 g-proz. 
Rinder-Albumin- mit einer 1 g-proz. Rinder-y-Globulin-Lésung her 


1 Zur Methodik der Viscositits- und Triibungsmessungen s. II., zur Nitrit- 
bestimmung s. IIT. Mitt. diese Z. 309, 166, 171 [1957], vorstehend. 

2 Zur Methodik der Ultrabeschallung s. I. und ITI. Mitt. diese Z. 309, 162, 171 
[1957]. 

3 L. A. Chambers u. W. Flosdorf, J. biol. Chemistry 114, 75 [1936]. 
4 F. Hartmann u. H. Theismann, Naturwissenschaften 35, 346 [1948]. 
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Abb. 1. Nitritbildung (———), Anderung der rel. Lichtstreuung (AL.Str.), der 


scheinbaren Lichtextinktion (A4Etr.) und der Viscositit (als Durchlaufzeit) eines 

unverdiinnten (6,85 g% EiweiB) und eines mit physiol. Kochsalz-Lésung auf 

1 g% EiweiB verdiinnten Serums (verd.) in Abhangigkeit von der Beschallungs- 
dauer (3 W/cm?). 
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Abb. 2. Anderung der rel. Licht- s 
streuung (AL.Str.) und der schein- | 500: 
baren Lichtextinktion (AEt;y.) an 
Mischungen einer 1 g-proz. Rinder- 
y-Globulin- mit einer 1 g-proz. Rinder- 
albumin- bzw. einer 1 g-proz. Fibri- 
nogen-Lésung nach 60 Min. Dauer- as 
beschallung (3 W/cm?). 1 Austlockung 
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(beide gelést in physiologischer Kochsalzlésung) und beschallten jeweils de 
60 Min. (Nach dieser Beschallungszeit waren in den friiheren Versuchen A 
die gréBten physikochemischen Verainderungen an der Albumin-, aber 

noch keine an der y-Globulin-Lésung aufgetreten.) Die Ergebnisse zeigt lit 


Abb. 2: An ihnen ist bemerkenswert, dafi bei allen Mischungsverhalt- | 16 
nissen, die denen normaler und pathologischer Seren entsprechen, keine | 
Triibung auftritt. Erst bei kleineren y-Globulin-Anteilen kommt es zur 
Triibung bzw. Ausflockung. Rinder-y-Globulin kann also Rinder- 
Albumin vor der Koagulation durch US schiitzen. DaB es 
diese Funktion auch im Serum ausiibt, liegt nach den oben angeftihrten 
Untersuchungen nahe. 


| 

Bendien und Snapper® hatten auf Grund von Versuchen mit | ™ 

Ultrafiltern verschiedener Durchlassigkeit festgestellt, da im Serum of 
keine ,,Komplex-Bindung“ zwischen Albumin und Globulin besteht. 
Nach unseren Befunden kann aber eine Zusammenlagerung zumin-_ | : 
dest zwischen Albumin und y-Globulin angenommen werden, wobei sich | is 
mehrere Albumin-Molekiile an ein y-Globulin-Molekiil anlagern | eo 
miuBten. , 

Diese interessanten Ergebnisse veranlaBten uns zu priifen, ob das be 
y-Globulin auch eine Schutzwirkung gegeniiber dem Fibrinogen ausiibe. | y 
Hunzinger und Mitarbb.® hatten sowohl im Plasma als auchin Fibrino- | 
genlésungen eine zunehmende Zerstérung des Fibrinogens in Abhangig- | “i 


keit von der Beschallungsdauer gefunden. Eine Koagulation bemerkten 

sie aber nur in den Fibrinogenlésungen, nicht dagegen im Plasma. Wir 
priften Triibung und Koagulation an verschiedenen Mischungen einer | 
1 g-proz. Fibrinogen- mit einer 1 g-proz. y-Globulin-Lésung nach 60 Min. | 
langer Beschallung (s. Abb. 2). Auch noch bei einem Anteil von 99% 
y-Globulin war eine Triibung festzustellen. Das 1aBt darauf schlieBen, daB 

im Blutplasma noch andere Schutzkolloide enthalten sein miissen, die 
eine US-Koagulation des Fibrinogens verhindern. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
durchgefiihrt. 


_  _Herrn Prof. Dr. H. E. Schultze, Behringwerke (Marburg), sind wir fiir die 
Uberlassung von Versuchsmengen Rinderalbumin und Rinder-y-Globulin sehr zu 
Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


1. In unverdiinntem und mit physiol. Kochsalzlésung verdinntem 
Serum treten nach langfristiger Beschallung (bis zu 60 Min.) trotz relativ 
groBer Nitritbildung weder Koagulation noch Triibung auf. Die normale 
Triibung wird sogar durch Ultraschall vermindert. 

2. In 1 g-proz. Mischlésungen aus Rinderalbumin und Rinder-y- 
Globulin tritt nach 60 Min. langer Beschallung eine deutliche Zunahme 


5 W. M. Bendien u. I. Snapper, Biochem. Z. 260, 105 [1933]. 
® W. Hunzinger, H.Siillmann u. G. Viollier, Helv. chim. Acta 38, 
198 [1950]. 





Bd. 309 (1957) Denaturierung von Blutplasma-Protein durch Oltraschall, IV 179 


der Triibung bzw. Flockung erst bei Mischungen auf, deren y-Globulin- 


Anteil unter 20% liegt. 

3. In 1 g-proz. Mischlésungen aus Fibrinogen und Rinder-y-Globu- 
lin schiitzt dagegen auch ein y-Globulin-Anteil von 99%, die Fibrinogen- 
lésung nicht vor einer Koagulation durch US. 

4. Diese Befunde werden durch die Annahme von Albumin-y-Glo- 


bulin-Zusammenlagerungen im Serum gedeutet. 


Summary 

1. Serum and serum diluted with physiological salt solution have 
been submitted to ultrasonic treatment for periods up to 1 hr. No coagu- 
lation or turbidity is produced in spite of the formation of large amounts 
of nitrite and the normal turbidity is in fact reduced. 

2. Solutions containing 1 per cent of mixtures of bovine albumin and 
y-globulin have also been submitted to ultrasonic treatment. A marked 
increase in the turbidity or flocculation was only observed with mixtures 
containing less than 20 per cent y-globulin. 

3. Solutions containing 1 per cent of mixtures of fibrinogen and 
bovine y-globulin are coagulated by ultrasonic treatment even with a 
y-globulin proportion of 99 per cent in the mixture. 

4, The effects described are assumed to be due to the formation of 
alhumin-y-globulin complexes in serum. 












































Bd. 309 (1957) 
Fe 
sie 
M 
: , —_ , . au 
Zur Frage der Identitat der pflanzlichen Urease : 

mit der Magenurease, II 

Ein spezifischer Inaktivator der Magenurease im Blutserum 
Von ge 
bo bo 

Todor Nikoloff 

Aus dem Institut fiir Biochemie der Medizinischen Fakultit Sofia (Bulgarien) be 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juni 1957) és 

In einer fritheren Arbeit! zeigten wir, daB die py-Aktivitatskurven 7 
der Magenurease (Katze, Mensch) und der pflanzlichen (Soja-) Urease 2 
verschieden sind. Die Magenurease besitzt zwei px-Optima, ein ,,saures‘‘ di 
und ein ,,alkalisches‘‘. Es ist daher zu vermuten, das Magen- und Soja- da 
Urease nicht identisch sind. | 

Fiir die Identitat beider Fermente spricht jedoch die Inaktivierbar- pr 
keit sowohl der Soja-Urease als auch der Urease aus Rinderpansen u. a. Ve 
durch Schwermetallionen, Chinone und Fluoride?. I ge 

Von Interesse wire daher die Ermittlung eines spezifischen In- | 
aktivators der Magenurease, welcher Soja-Urease nicht hemmt. 

Nach Weil? wirkt Rattenserum hemmend auf die von ihm in den 
Erythrocyten dieser Tiere nachgewiesene Urease. Moll* beobachtete K 
eine Hemmwirkung von Kaninchenserum auf die Aktivitaét der Urease M 
von Micrococcus ureae. Andererseits konnten Kirk und Sumner® keinen W 
EinfluB des Serums normaler Kaninchen auf die Aktivitat der pflanz- M 
lichen (krist.) Urease feststellen. Diese Angaben veranlaBten uns zu Ww 
priifen, ob das Blutserum eine spezifische Hemmwirkung auf die Magen- ) 
urease ausiibt. S 

Das Vorhandensein von Stoffen im Blutserum, welche die Aktivitat von Fer- ' u 
menten, wie Trypsin, Kathepsin, Hyaluronidase u. a., hemmen, ist schon lange 
bekannt®’. Ein erheblicher Teil dieser Inhibitoren erwies sich als Proteine. Fiir 6 
einige von ihnen wurde bewiesen, da sie typische Fermentantikérper sind’. 

1 'T. Nikoloff, diese Z. 307, 226 [1957]. i 

2M. Fossel, diese Z. 282, 164 [1947]; D.Glick u. E. Zak, Arch. Bio- “ 
chemistry 28, 305 [1950]; R. M. Pearson u. J. A. B. Smith, Biochem J. 37, 148 I 
[1943]. a 

3 L. Weil, J. Franklin Inst. 288, 145 [1944]. p 

4 J.. Moll, Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 344 [1902] (nach 1. c.). 

> J.S. Kirk u. J. B. Sumner, J. biol. Chemistry 94, 21 [1931]. 

®° L. Brieger u. J. Trebing, Berlin. klin. Wschr. 45, 1041, 1349, 2260 [1908]; S 


E.S. Duthie u. L. Lorenz, Biochem. J. 44, 173 [1949]; G. L. Frion u. H. A. 

Wenner, J. infect. Diseases 80, 185 [1947]; D. Glick u. D. H. Moore, Arch. ) 
Biochemistry 19, 173 [1948]; H. Tauber, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 486 [1950]; 
P. M. West u. J. Hilliard, ebenda 71, 169 [1949]. 

7D. H. Moore u. T.N. Harris, J. biol. Chemistry 179, 377 [1949]. 


n 
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Fermentantikoérper, einschlieBlich der Antiurease®®, wurden auch durch Immuni- 
sierung? gewonnen. 

Wir priiften den EinfluB des Blutserums auf die Aktivitat der 
Magenurease bei verschiedenen py-Werten, um den Grad der Wirkung 
auf die beiden py-Optima der Urease festzustellen. 


Methodik 


Wie friiher beschrieben!, wurden ein 20-proz. Extrakt und ein 10-proz. Homo- 
genat aus der Magenschleimhaut der Katze, sowie ein 0,5-proz. Extrakt aus Soja- 
bohnenmehl hergestellt. 

Die steril gewonnenen Sera von Katzen und Menschen wurden unverdiinnt 
benutzt oder bis zu 40% mit 0,9-proz. Natriumchloridlésung verdiinnt. 

Die Urease-Aktivitat wurde nach Martinson” bestimmt. Zu 1 ccm Ferment- 
lésung wurde 1 ccm Serum, 2 ccm 0,1-m. Phosphat-Acetat-Puffer mit bestimmtem 
pa und 2 ccm 0,05-m. Harnstofflésung gegeben. Nach einer Inkubation von 15 
oder 30 Min. wurde mit 1 ccm 40-proz. Trichloressigsiure versetzt und filtriert; in 
2 ccm des Filtrats wurde das Ammoniak nach Conway?! bestimmt. Als Vergleich 
dienten auf dieselbe Weise bereitete Kontrollproben, bei denen das Serum durch 
das gleiche Volumen dest. Wassers ersetzt war. 

Wie friiher beschrieben!, wurden die durch die Zugabe der Fermentlésungen 
und des Serums zu den Puffern verursachten Anderungen elektrometrisch be- 
stimmt. Auf den Abbildungen sind die py-Werte der Mischungen aufgetragen. Die 
Verainderungen wurden bei der Beurteilung der Versuchsergebnisse in Betracht 
gezogen. 


Ergebnisse 


Der Einflu8 von 13 Blutsera — 3 vom Menschen und 10 von der 
Katze — auf die Aktivitét der Urease im Extrakt und Homogenat der 
Magenschleimhaut der Katze wurde bei pu 4,0 bis 8,0 untersucht. 
Wahrend 3 Sera (23°) keinen meBbaren EinfluB auf die Aktivitit der 
Magenurease erkennen lieBen, zeigten die iibrigen eine deutliche Hemm- 
wirkung. In Abb. 1 ist das Ergebnis eines derartigen Hemmversuchs 
wiedergegeben. Die hemmende Wirkung war nicht bei allen untersuchten 
Sera gleich. Im Durchschnitt wurde die urspriingliche Fermentaktivitat 
um 25—35°, vermindert. 

Die Hemmwirkung ist pq-abhingig, das Optimum liegt bei 5,5 bis 
6,5, d.h. zwischen beiden Optima der Magenurease! und naher zum 
,.sauren‘’ Optimum. In Abb. 2 ist die Hemmwirkung bei pu 6,5 fir 
jeden Versuch als 100 angenommen, die Wirkungen bei den wbrigen 
pu-Werten sind in prozentualem Verhiltnis dazu angegeben. Die Punkte 
auf der Kurve stellen die arithmetischen Mittel der bei wechselndem 
pu gefundenen Hemmwerte dar. 


8 A. A. Marucciu. M. M. Mayer, Arch. Biochem. Biophysics 54, 330 [1955]; 
S. F. Howell, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 29, 759 [1937]. 

® H. Luers u. F. Albrecht, Fermentforschung 8, 52 [1926]; M. G. Sevag, 
M. D. Newcomb u. R. E. Miller, J. Immunol. 72, 1 [1954]. 

10 —. Martinson, Biochimia (russ.) 15, 121 [1950]. 

EK. J. Conway u. E. O'Malley, Biochem. J. 36, 655 [1942]. 
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Vergleichende Versuche mit Soja-Urease zeigten, da Serum (das 
in bezug auf die Magenurease aktiv ist) auf die Aktivitét der Soja- 
Urease bei px 4,0—8,0 keine meBbare Wirkung ausiibt. 










15 





Abb. 1. Der Einflu8 des Katzen- 
Blutserums auf die Aktivitat der 
Magenurease der Katze bei ver- 
schiedenem py. I: Aktivitaét des 
Homogenats. II: Aktivitat des / 
Homogenats mit Serum. III: In- lil Ea 
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Besprechung der Ergebnisse 


Die Untersuchungen ergaben, dali das Serum von Katzen und 
Menschen auf die Magenurease von Katzen hemmend wirkt, waihrend 
es Soja-Urease nicht beeinfluBt. Dies spricht dafiir, daB pflanzliche 
(Soja-) und Magenurease nicht identisch sind. 

Die pu-Abhangigkeit der Hemmwirkung kann die Ansicht vom 
Vorhandensein zweier Ureasen in der Magenschleimhaut indirekt stiitzen, 
da die beiden Ureasen von dem im Serum befindlichen Hemmstoff in 
verschiedenem Grade beeinfluBt werden kénnen. Die pu-Abhangigkeit 





-— 
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kann aber auch von der mit dem pu wechselnden Stabilitaét eines Kom- 
plexes Inaktivator-Urease herrihren. 

Es ist bemerkenswert, daB die heommende Wirkung des Blutserums, 
ebenso wie die Urease-Aktivitat der Magenschleimhaut bei der Katze! !2, 
innerhalb sehr weiter Grenzen bis zu ginzlichem Fehlen variiert. Ob 
zwischen dem Grade der Hemmwirkung und der Urease-Aktivitat im 
Magen ein und desselben Tiers eine Analogie besteht, haben wir nicht 
verfolgt. 

Die Isolierung eines die Magenurease-Aktivitaét hemmenden Stoffes 
aus dem Blutserum kénnte zur Lésung dieser Frage beitragen. Dies- 
beziigliche Untersuchungen sind im Gange. 


Zusammenfassung 


Das Serum von Katzen und Menschen hemmt die Aktivitaét der 
Magenurease von Katzen, beeinfluBt aber die Aktivitaét der Soja-Urease 
nicht. Soja- und Magenurease sind daher nicht identisch. 

Die Hemmwirkung ist bei verschiedenen Seren verschieden groB und 
kann auch ganz fehlen; sie ist bei py 5,5—6,5 am starksten. 


Summary 


Feline gastric urease is inhibited by feline and human serum while 
the activity of soya bean urease is not affected. The results indicate that 
soya bean and gastric urease are not identical. The inhibitory effect varies 
with different sera and in some cases is completely absent. The effect is 
greatest at pu 5.5—6.5. 


12H. L. Kornberg, R.E. Davies u. D.R. Wood, Biochem. J. 56, 355 
[1954]. 
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Beitrag zum Wirkungsmechanismus 
des blutzuckersenkenden Harnstoffderivates 
N-[4-Methyl-benzolsulfony] |-N’-butyl-harnstoff 
Von 
K. W. Knitsch 
Aus dem Diabetikerheim Garz/Riigen und Karlsburg, Anstalt zur Erforschung und Behandlung der 
Zuckerkrankheit (Direktor: Professor Dr. G. Katsch) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juni 1957) 
Herrn Professor Dr. Katsch zum 70. Geburtstag gewidmet 


Im Verlauf unserer Untersuchungen iiber die Wirkung von N-[4- 
Methyl-benzolsulfonyl]-N’-butyl-harnstoff (D 860)! an Leberschnitten? 
fanden wir eine Hemmung der Glykogenolyse. 

Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit einer Vermehrung des 
Leberglykogens in vivo bei Kaninchen wie auch Ratten unter Behand- 
lung mit D 860 oder N-Sulfanilyl-N’-butyl-harnstoff (BZ 55)*%. 


I. Uber die Wirkung von D 860 
auf Rattenleber-Homogenisate 


Aus Lebern unbehandelter, stoffwechselgesunder Albinoratten wurden 
Homogenisate nach Swanson‘ im Potter-Glashomogenisator hergestellt. Als 
Modifikation zur Herstellung der Leberextrakte wurde 1,0g Leber in 5,0 ml 
Wasser 4 Min. homogenisiert und von dem Produkt ohne vorheriges Zentrifugieren 
0,2 mi pro Ansatz verwendet. Vom Zeitpunkt der Leberentnahme an bis zur 
Inkubation bei 30° wurden alle Arbeitsgainge in der Kalte ausgefiihrt. Nach In- 
kubation (15 Min., 30°) mit D 860 in therapeutischen Dosen (20 mg%) als Na-Salz 
wurde der unter Zusatz verschiedener Substrate (0,02-m.G-1-P; 0,012-m. G-6-P; 
0,002-m. ATP; 100 mg% Glykogen)* freigesetzte anorganische Phosphor nach 
Sumner® bestimmt. 

Die Abbildung zeigt die in den einzelnen Versuchsanordnungen er- 
haltenen absoluten Mengen abgespaltenen Phosphors. D 860 allein be- 
wirkt gegenitiber dem Blindwert keine Verainderung. Auch der aus 
G-1-P durch Fermentreaktionen abgespaltene anorganische Phosphor, 
sowie die aus ATP stammenden Phosphormengen werden unter Ein- 
wirkung von D 860 im Leberhomogenisat nicht verindert. Allein die 


1 Rastinon (Farbwerke Hoechst A.G.). 
2 G. Mohnike u. K. W. Knitsch, Dtsch. med. Wschr. 81, 891 [1956]. 
3 A. Bander u. J. Scholz, ebenda 81, 889 [1956]; C. v. Holt, L. v. Holt 
u. B. Kréner, Naturwissenschaften 48, 162 [1956]; W. L. Miller, jr. u. W. E. 
Dulin, Science [Washington] 128, 584 [1956]. 

4 M. A. Swanson, J. biol. Chemistry 184, 647 [1950]. 

5 Folgende Abkiirzungen wurden benutzt: Glucose-1-phosphat = G-1-P; 
Glucose-6-phosphat = G-6-P; Adenosintriphosphat = ATP. 
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Phosphatabspaltung aus G-6-P wird unter D 860 in der angewandten 
Dosis etwas verringert, was fiir eine Hemmung der Glucose-6-Phospha- 
tase spricht. 

Unter Zusatz von 200 mg®, Glucose zu jedem Versuchsansatz tritt 
keine Verainderung des abgespaltenen anorganischen Phosphors ein. 
Die in der Abbildung ersichtlichen schwachen Erhéhungen der a-Werte 
sind auf individuelle Verschiedenheit des verwendeten Leberhomogeni- 
sates zuriickzufitihren. Kontrollversuche ohne und mit 200 mg°®, Glucose 
am Homogenisat der gleichen Leber ergaben keine Erhéhung des an- 
organischen Phosphors unter Glucose. 


250 
| Pas 


7a 


10 




















Unter den Versuchsbedingungen abgespaltener anorganischer Phosphor. 


no= 


Na-Glycerophosphat-Cystein- 


. Leberhomogenisat + D 860 
Puffer, px 6,8 


. Leberhomogenisat + G-1-P 
. Leberhomogenisat + G-1-P + D 860 
. Leberhomogenisat (Blindwert) | 
. Leberhomogenisat + G-6-P Citratpuffer, py 6,5 
. Leberhomogenisat + G-6-P + D 860 f 
. Leberhomogenisat (Blindwert) 

9. Leberhomogenisat -+- ATP 
10. Leberhomogenisat + ATP + Glykogen 
11. Leberhomogenisat + ATP + D 860 
Die entsprechenden a-Werte enthalten auBer dem jeweiligen Substrat: zusatzlich 
200 mg% Glucose. Fiir jeden der angewandten Puffer wurde eine neue Blindwerts- 
bestimmung angesetzt. 


oo 


. Leberhomogenisat (Blindwert) ! 


Ste 


@-! 


Veronalpuffer, px 7,4 


II. Uber die Wirkung 
von D 860 auf die Glucose-6-Phosphatase der Leber 


Wir schlossen aus unseren friiheren Ergebnissen auf eine Hemmung der 
Glucose-6-Phosphatase’. Dies stimmt mit den unter I. gebrachten Ergebnissen 
iiberein. Zur weiteren Klarung wurde die Wirkung verschiedener Dosen D 860 
(Na-Salz) auf die Glucose-6-Phosphatase-Aktivitét in Leberhomogenisaten stoff- 
wechselgesunder, alloxandiabetischer und alloxandiabetisch-insulinbehandelter 
Albinoratten untersucht. Die verwendeten Tiere hatten Gewichte von 150—250 g. 
Der Alloxandiabetes wurde durch Injektion von 200 mg/kg Alloxan subcutan 
erzeugt. Die Leberextrakte wurden wie bereits beschrieben hergestellt*. Der zu 
jedem Versuch gehérende Blindwert enthielt statt D 860 ein gleiches Volumen 
Wasser, die anderen Komponenten jedoch wie im Versuchsansatz. Die Zusammen- 
setzung der Ansidtze entsprach dem von Swanson gebrauchten Testsystem fir 
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Glucose-6-Phosphatase-Aktivitaét*. Verwendet wurde 0,1 m/l Leberhomogenisat 
fiir jeden Versuch. Nach Beendigung der Inkubation (30 Min. bei 30°) wurde die 
Reaktion durch Zusatz von 1,0 ml 10-proz. Trichloressigsiure beendet, zentri- 
fugiert und der aus G-6-P freigesetzte anorganische Phosphor nach Sumner® 
bestimmt. Da nach Swanson’ kein internationaler Ausdruck fiir die Aktivitat 
der Glucose-6-Phosphatase besteht, verwandten wir zur Kennzeichnung der ein- 
tretenden Fermenthemmung unter D860 den Ausdruck der ,,Prozentualen 
Hemmung‘‘*. Diese ergibt sich aus der in % ausgedriickten Differenz der ab- 
gespaltenen Phosphormenge in Versuchs- und Blindwert, wobei der Blindwert 
gleich 100% angenommen wurde. 


Tab. 1 zeigt fiir die drei Tiergruppen die mittleren Phosphatase- 
Aktivitaten, ausgedriickt in abgespaltenem anorganischen Phosphor, 
ferner die kurz vor Schlachtung bestimmten Blutzuckerwerte®, das 
Blutaceton!® und die Diabetesdauer in Tagen. 


Tab. 1. Mittlere Glucose-6-Phosphatase-Aktivitat, ausgedriickt in y abgespaltenem 
anorganischem Phosphor (G-6-P’ase-Aktivitat), Blutzuckergehalt, Blutaceton und 
Diabetes-Dauer (Diab.-D.). 

















Zahl d. | G-6-P’ase- | Blutzucker Aceton Diab.-D 
P.-Best. | Aktivitat mg% mg% rae 
Normal-Ratten . 288 145,29 + 2,14) 68— 127 | 0,25— 3,94 -- 
Alloxandiab. 
Ratten ... 288 =|212,71 + 1,09} 413—1068 | 6,3 —45,60 3—4 
Alloxandiab.- 
insulinbehan- |_ 
delte Ratten . 184 138,60 + 1,70} 48— 145 | 1,8 — 3,3 4—8 

















Die Phosphatase-Aktivitaét alloxandiabetischer ist gegeniiber der 
stoffwechselgesunder Ratten deutlich erhéht, wobei sich im Einzelfall 
keine Beziehung zwischen Fermentaktivitét und Blutzuckerkonzen- 
tration ablesen lie’. Nach Behandlung mit Insulin iiber 2—8 Tage und 
Senkung des Blutzuckers auf annihernd normale Werte fanden wir auch 
die Glucose-6-Phosphatase-Aktivitét in den Bereich stoffwechsel- 
gesunder Ratten abgesunken. Obige Befunde entsprechen den Ergeb- 
nissen von Ashmore, Hastings und Mitarbeitern??. 

Wir fanden unter Einwirkung von D 860 eine Hemmung der Glu- 
cose-6-Phosphatase der Leber stoffwechselgesunder wie auch alloxan- 
diabetischer Albinoratten, wie wir bereits in einer vorlaufigen Mitteilung 
erwahnten®??; der gleiche Befund konnte auch bei alloxandiabetischen, 
mit Insulin behandelten Ratten erhoben werden. 


6 J. B. Sumner, Science [New York] 100, 413 [1944]. 

7 M. A.Swanson, Methods Enzymol. 1, 541 [1955]. 

8 G. Mohnike u. K. W. Knitsch, Naturwissenschaften 48, 449 [1956]. 

® Nach H. C. Hagedorn u. B. N. Jensen, Biochem. Z. 185, 46 [1923]. 

10 Nach H. C. Krainick, Klin. Wschr. 17, 450 [1938]. 

11 J, Ashmore, A. B. Hastings, F. B. Nesbett u. A. E. Renold, J. biol. 
Chemistry 218, 77 [1956]. 
22 K. W. Knitsch u. G. Mohnike, Naturwissenschaften 48, 474 [1956]. 
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Tab. 2. Prozentuale Phosphatasehemmung unter dem EinfluB von D 860 
(je 20 Einzelbestimmungen). 











‘ Alloxandiab.- 
mg% D 860 Normaltiere Alloxandiab. insulinbehandelte 
’ Tiere ; 
Tiere 
5 1,25 + 0,61 0,96 + 0,35 0,26 + 0,18 
10 5,05 + 2,51 6,85 -+- 2,60 4,57 + 1,03 
15 8,37 + 4,01 8,75 + 1,29 7,36 + 1,37 
25 8,31 + 3,06 11,68 + 0,73 11,05 = 1,88 
50 17,92 + 4,43 22,66 + 1,87 18,21 + 1,74 
100 31,11 + 3,46 37,27 + 2,27 29,96 + 1,89 
200 45,31 + 3,88 49,44 = 1,87 45,35 wn 1,38 
300 55,24 + 3,44 57,54 + 2,12 56,20 + 1,99 
400 65,33 + 3,20 61,42 fe 1,79 — 
500 65,36 +. 2,25 62,55 + 1,71 — 
600 68,20 + 1,94 64,93 + 1,72 — 
700 73,85 + 1,99 67,68 + 2,13 - 











Tab. 2 bringt die bei den verschiedenen D 860-Konzentrationen 
gefundenen Phosphatasehemmungen, bezogen auf die jeweiligen Blind- 
versuche. Die Phosphatasehemmung nahm allgemein mit steigender 
D 860-Konzentration im Extrakt zu. Zwischen den Werten der drei 
Tiergruppen fanden sich keine signifikanten Unterschiede. Immerhin 
lagen im Bereich niedriger und mittlerer D 860-Konzentrationen die 
Phosphatasehemmungen in den Extrakten aus Lebern alloxandiabe- 
tischer, nicht behandelter Tiere durchgehend knapp héher als in den 
beiden anderen Tiergruppen. D 860-Konzentrationen in therapeutisch 
anwendbaren GréSenordnungen zeigten Phosphatasehemmungen, die 
nicht ausgepragt genug waren, um hiermit allein die blutzuckersenkende 
Wirkung von D 860 erklaren zu k6énnen. 

Auf Grund unserer oben angefiihrten Ergebnisse vermuten wir, 
daB die am intakten Tier nachweisbare leberglykogenvermehrende und 
blutzuckersenkende Wirkung von D 860 mit der in vitro demonstrierten 
Hemmung der Glucose-6-Phosphatase der Leber zusammenhiangt, wobei 
méglicherweise diese Reaktion nur einen Teilfaktor im Gesamtwirkungs- 
mechanismus darstellt. 


Ill. Uber die Wirkung von D 860 auf Phosphorylase 


Unter dem Gesichtspunkt, daB die Wirkung von D 860 eventuell 
nicht spezifisch auf ein einzelnes Ferment gerichtet ist, untersuchten wir 
seine Wirkung auf die Aktivitaét kristalliner Muskelphosphorylase. 


Kristalline Muskelphosphorylase wurde dargestellt aus Kaninchenmuskel 
nach der Methode von Green und Cori!%, modifiziert von Bot und Zsindely™. 
Unter Zusatz von D 860 in verschiedenen Konzentrationen wurde die Aktivitat 





ae ‘he A. Green u. G. T. Cori, J. biol. Chemistry 161, 21 [1943]. 
4G. Bot u. A. Zsindely, Acta physiol. hung. IX, 73 [1956]. 
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der Phosphorylase nach Cori, Cori und Green?® in der Modifikation von Bot 
und Zsindely* getestet. Das zu den einzelnen Versuchen verwendete kristalline 
Enzym wurde im Verhiltnis 1:20 in Puffer gelést. Nach Beendigung der In- 
kubation (10 Min. bei 30°) durch Zugabe von 1,0 mi 10-proz. Trichloressigsiure und 
Zentrifugieren wurde der Inkubationslésung ein aliquoter Teil (2,0 m/) zur Phos- 
phorbestimmung nach Sumner® entnommen. 

Tab. 3. Prozentuale Aktivitats- Therapeutisch anwendbare Kon- 
abnahme der Muskelphosphoryiase zentrationen von D 860 beeinfluBten 
in Gegenwart von D860 (je 20Einzel- die Aktivitit der kristallinen Muskel- 

bestimmungen). . : : 
phosphorylase nicht nachweisbar, wie 

Tab. 3 zeigt. Bei hoheren Dosierungen 
von D 860 fanden wir eine Aktivitats- 





mg, D 860] % Aktiv.-Abnahme 





10 0 abnahme der Muskelphosphorylase, die 
20 2,86 + 1,04 jedoch geringer war als die Beeinflus- 
ian oo = ae sung der Leber-Glucose-6- Phosphatase. 
200 31.37 + 4,11 Uber Untersuchungen der Einwir- 
300 40,03 + 4,24 kung von D 860 auf Phosphogluco- 
400 45,24 + 4,48 mutase und andere Fermente werden 
eed 48,71 + 4,35 wir demniachst berichten. 





Zusammenfassung 


Es wird tiber die Einwirkung von N-[4-Methyl-benzolsulfonyl]-N’- 
butyl-harnstoff (D 860) auf Rattenleberhomogenisate und einzelne Fer- 
mente in vitro berichtet. Zusatz von 20 mg’, D 860 in Verbindung 
mit verschiedenen Substraten (G-1-P, G-6-P, ATP und Glykogen) zu 
Leberhomogenisaten ergab nur bei Anwendung von G-6-P + D 860 
eine geringe Verminderung des abgespaltenen anorganischen Phosphors 
gegeniiber den entsprechenden Kontrollversuchen. 

Eine Hemmung der Glucose-6-Phosphatase der Leber (Versuche 
am Homogenisat) unter verschiedenen Dosen von D 860 bei stoff- 
wechselgesunden, alloxandiabetischen und alloxandiabetischen, mit 
Insulin behandelten Ratten wurde gefunden. Im _ therapeutischen 
Konzentrationsbereich war diese Hemmung gering, aber reproduzier- 
bar. Eine Abnahme der Aktivitat kristalliner Muskelphosphorylase 
unter therapeutischen Dosen von D 860 war nicht signifikant, bei 
hdheren Konzentrationen lieB sie sich jedoch nachweisen. 


Summary 


Information is presented concerning the action of N-[4-methyl- 
benzenesulphony]]-N’-butylurea (D 860) on rat liver homogenates and 
various enzymes in vitro. The substance is added in a proportion of 
20 mg per cent to liver homogenates in combination with glucose-1- 
phosphate, glucose-6-phosphate, ATP and glycogen as substrate. A slight 





15 C.F. Cori, G. T. Cori u. A. A. Green, J. biol. Chemistry 151, 39 [1943]. 








— ~~ US 
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reduction of the inorganic phosphorus split off as compared with control 
experiments is only observed with glucose-6-phosphate and D 860. It 
is found that D 860 in various doses inhibits glucose-6-phosphatase in 
liver homogenates from metabolically healthy and alloxan-diabetic rats 
and alloxan-diabetic rats treated with insulin. A slight but reproducible 
inhibition is observed with therapeutic concentrations. Therapeutic 
doses of D 860 cause no significant reduction of the activity of crystalline 
muscle phosphorylase. A reduction is, however, observed with higher 


concentrations. 
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Die Polysaccharide der Weinbergschnecke, IV 
Die Mucin-Polysaccharide der Eiweifdriise 
2. Mitteil.1: Ein in Kupferlauge lésliches Polysaccharid in der Mucinfraktion 
Von 
Marika Geldmacher-Mallinckrodt 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen 
(Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juli 1957) 


Bei der Aufarbeitung der Eiweifdriisen von Helix pomatia nach 
Hammarsten lieB sich der waBrige Driisenextrakt auftrennen in eine 
Mucinkomponente mit Galaktogen (Sinistrin) und in eine Polysaccharid- 
Proteid-Komponente?*. Aus der Polysaccharid-Proteid-Darstellung wurde 
ein Polysaccharidgemisch gewonnen, das mit Kupferlauge keine Fallung 
gab, wihrend Galaktogen kupferfallbar ist. 

Da May nach Alkalibehandlung der Eier dieser Tiere und darauf 
folgender saurer Alkoholfallung ebenfalls ein mit Kupferlauge nicht fall- 
bares Polysaccharid vom Galaktogen abtrennen konnte’, interessierte 
fiir die Darstellung eines ganz reinen Galaktogens, ob das nach Ham- 
marsten dargestellte Sinistrin von einer Beimischung anderer mit 
Kupferlauge nicht fallbarer Polysaccharide frei ist, d. h. ob der Ham- 
marstensche Weg der Polysacchariddarstellung unmittelbar ein ein- 
heitliches reines Galaktogen liefert, so da Alkoholfallungen mit ihrem 
groBen Alkoholverbrauch umgangen werden k6onnten. 

Es wurde zunichst die nach Hammarsten gewonnene Mucin- 
falling? der EiweiBdriisen elektrophoretisch untersucht, um aus der 
Anzahl der mit Perjodsiure-Parafuchsin anfirbbaren Zonen (Kohlen- 
hydratfairbung) eventuell einen Hinweis zu bekommen, ob die Gewinnung 
eines einheitlichen, reinen Galaktogens iiberhaupt wahrscheinlich ist. 

Fiir die Untersuchungen dienten EiweiSdriisen von Weinbergschnecken, die 
im Juli begannen, sich eine Leghohle zu graben, aber noch keine Eier abgelegt hatten. 
Durchschnittsgewicht der Driisen 1,4 g je Stiick. 


Elektrophorese des Mucins 
Elektrophoresebedingungen: Veronal-Natriumacetat-Puffer py 8,7, u = 0,075! 
6°C, 180 V, 8 Stdn., Papier Schleicher & Schiill Nr. 2043a, Start kathodennahe. 
Aufgetragen wurden auf einem 8cm breiten Elektrophoresestreifen 0,08 cem Mucin- 
lésung. Nach der Elektrophorese wurden die getrockneten Streifen der Lange nach 
halbiert und die eine Halfte mit Amidoschwarz 10 B* auf Eiwei8, die andere mit 
Perjodsiure-Parafuchsin? auf Polysaccharid angefarbt. 


1 |, Mitt.: M. Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 307, 191 
[1957]. 
2 M. Geldmacher- Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 807, 180 [1957]. 
3 F. May u. L. Stadelmann, Z. Biol. 99, 462 [1939]. 
4 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, diese Z. 290, 1 [1952]. 
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Bei der Anfarbung auf EiweiB zeigten sich zwei dicht nebenein- 
ander liegende Mucin-Eiwei8zonen (Abb. 1, Nr. Ia und Ib). Die An- 
farbung mit Perjodséure-Parafuchsin ergab eine schwache Rotfairbung 
in Hohe der genannten Eiweifzonen a und b (Abb. 1, Nr. Ila und IIb), 
daneben aber noch weiter vom Start entfernt eine intensiv farbbare 
Polysaccharid-Zone (Abb. 1, Nr. IIc). — Auf beiden Streifen decken 
sich die Zonen a und b. Es handelt sich vermutlich um zwei Glyko- 
proteide der Mucinfraktion. Die Zone IIc dagegen findet im Eiweib- 
bild keine entsprechende Ablagerung, es liegt freies, nicht an EiweiB 
gebundenes Polysaccharid vor. 

Das Ergebnis der Elektrophorese macht es wahrscheinlich, dai 
nach Fallung der Mucinkomponente, anschlieBender Laugenverkochung 











Start a b 
Abb. 1. Elektropherogramm des Ham- + —h——_— = 
marstenschen Mucins. Entwicklung beilI: i e ] / 
Amidoschwarz 10 B, bei II: Perjodsiure- © a. : a) 
Parafuchsin. aL I] 











und Alkoholfallung kein reines Einzel-Polysaccharid, sondern ein Poly- 
saccharidgemisch gewonnen wird. In welcher der drei Elektrophorese- 
zonen das Hammarstensche Sinistrin ist, soll in einer spiteren Unter- 
suchung geklairt werden. Hier wurde zunachst untersucht, ob in der 
Mucinkomponente tatsichlich ein Polysaccharidgemisch vorliegt, und 
wenn dies der Fall ist, inwieweit sich dieses Gemisch auftrennen ]aBt. 


Polysaccharid-Darstellung aus Mucin 


Aus 52 EiweiSdriisen wurde das Mucin extrahiert, nach Essigsiurefallung 
ausgewaschen, mit 10-proz. Natronlauge 2 Stdn. im siedenden Wasserbad verkocht 
und die Gesamtpolysaccharide zweimal mit dem 2 fachen UberschuB an 96-proz. 
Alkohol gefallt. Nach friiheren Untersuchungen handelt es sich hierbei haupt- 
sichlich um Galaktogen!. Der Polysaccharidniederschlag wurde nun noch zweimal 
aus saurer und zweimal aus neutraler Lésung mit der gleichen Alkohoikonzentration 
gefallt. Die iiberstehenden, durch Zentrifugieren abgetrennten klaren Loésungen 
der sauren und neutralen Fallungen wurden alkalisch gemacht, wobei man geringe, 
nach Salzsiure-Spaltung Kupfer reduzierende Ausfallungen erhielt. Diese Nieder- 
schlage wurden ebenfalls durch Zentrifugieren gesammelt, in wenig Wasser gelost, 
mit Kupferlauge® bis zur deutlichen Blaufirbung versetzt und erwarmt, wobei 
sich eine a4uBerst geringe Menge blauer Fléckchen absetzte, die abfiltriert wurden. 
Ob es sich hier um Galaktogenkupfer handelte, konnte wegen der geringen Substanz- 
menge nicht geklart werden. Nach Verdiinnen mit Wasser wurde das noch deutlich 
blaue Filtrat mit der 8fachen Menge Alkohol versetzt, es schied sich ein hellblauer, 
flockiger Niederschlag ab, der nach Lésung in Wasser abermals in der beschriebenen 
Weise mit Kupferlauge behandelt, nunmehr keine Flockenbildung zeigte. Das 
Kupfer wurde durch dreimalige Umfallung aus saurer Lésung mit dem 16fachen 
Alkoholiiberschu8 entfernt und so das Polysaccharid kupferfrei dargestellt. (Eine 


5 F. May, Z. Biol. 95, 291 [1934]. 
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invertierte Probe des Praparates ergab jetzt eine negative Kupferreaktion®). Darauf 


wurde noch zweimal aus neutraler Lésung mit dem 16fachen Alkoholiiberschul) 
und schlieBlich zur Entfernung des mitgefallenen Kaliumchlorids zweimal in kon 
zentrierter waBriger Lésung mit dem 8fachen AlkoholiiberschuB ausgefallt, mii 
Alkohol und Ather gewaschen und bei 110° getrocknet. Auf diese Weise konnten 
45 mg eines braungelben, mehlartigen Pulvers gewonnen werden. 


Qualitative Untersuchung 
a) ungespaltenes Polysaccharid 


Léslichkeit: In Wasser leicht mit dunkelgelber Farbe léslich. 


Farbreaktion mit Benzidin’ und Perjodsaure-Parafuchsin: 1 mg 
der Substanz, auf Filtrierpapier in Lésung aufgetragen und angetrocknet, gibt 
nach Benzidinentwicklung eine schwache Graufarbung, mit Perjodsaure-Para- 
fuchsin im Vergleich zu der gleichen Menge Galaktogen eine nur auBerst schwache 

Xotfarbung. 

Vers peichelung von 5mal je 80 y Polysaccharid auf Filtrierpapier® 30 Min.. 
1, 2 und 24 Stdn.: bei keiner der Proben konnte nach Benzidinentwicklung eine 
Braunfarbung an den Auftragstellen gefunden werden. Aus dem Polysaccharid 
ist also durch Speicheldiastase kein Zucker abspaltbar. 

Die Wirksamkeit der Speicheldiastase war mit Glykogen kontrolliert worden. 

Reaktion mit Kupferlauge: 1 mg Polysaccharid in 0,2 com Wasser mit 
3ccem Kupferlauge erwairmt, ergibt auch nach Abkiihlen und langerem Stehen 
eine klare Lésung. Mit Galaktogenlésung gleicher Konzentration als Kontrolle 
konnte dagegen beim Erhitzen sofort ein flockiger hellblauer Galaktogenkupfer- 
Niederschlag erhalten werden. 

Elektrophorese des Polysaccharids: Auf einem 8 ccm breiten Streifen 
wurden 500 y Polysaccharid und daneben zum Vergleich eine Mischung von 500 y 
Glykogen und 500 y Galaktogen aufgetragen (220 V, Start anodennahe, im iibrigen 
dieselben Bedingungen wie fiir Mucin beschrieben). Entwicklung Perjodsaure-Para- 
fuchsin. 

Das im Vergleich zu Galaktogen viel schwacher anfairbbare Polysaccharid 
lager‘ sich an der gleichen Stelle ab wie dieses, also nicht in der Zone der 
elektroneutraien Zucker. Es hat eine zur Anode gerichtete Wanderungstendenz. 

Chromatogramm des Polysaccharids: Das Chromatogramm lief ab- 
steigend mit Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:5 96 Stdn.; Papier Schleicher & Schiill 
Nr. 2043b. Aufgetragen wurden 400 y Polysaccharid. Nach Benzidinentwicklung 
zeigte nur die Auftragstelle eine hellgraue Farbung, nach Entwicklung desselben 
Streifens mit Perjodsiure-Parafuchsin war nur die vorher mit Benzidin schwach 
sichtbar gemachte Auftragstelle schwach rot gefarbt. Die Substanz ist entsprechend 
ihrer Polysaccharidnatur nicht gewandert, wie dies auch bei Glykogen und Galakto- 
gen der Fall ist. 


b) Hydrolyse des Polysaccharids 


5 mg wurden mit 4 ccm 2,5-proz. Schwefelsiure unter Riickflu8 2 Stdn. im 
siedenden Wasserbad erhitzt, die Lésung mit Bariumcarbonat auf py 6,5 gebracht. 
der Bariumniederschlag abzentrifugiert, zweimal mit Wasser ausgewaschen und 
die vereinigten Eluate bei 359/18 Torr zur Trockne eingedampft. Nach Lésen 
im Wasser und erneutem Zentrifugieren wurde die schwach gelbe Lésung fiir die 
weiteren Untersuchungen verwendet. 

Elektrophorese des Hydrolysates: Auf einem breiten Elektrophorese- 
streifen wurden nebeneinander 2000 y Polysaccharid-Hydrolysat und die gleiche 

6 F. Feigl u. F. Neuber, Z. analyt. Chem. 62, 379 [1923]. 

?7 F. Cramer, Papierchromatographie, Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr. 
1953, S. 70. 

8 M. Geldmacher- Mallinckrodt u. H. Weinland, diese Z. 292, 65 [1953]. 
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Menge eines in derselben Weise gewonnenen Galaktogen-Hydrolysates aufgetragen. 
Die Elektrophorese erfolgte unter denselben Bedingungen wie diejenige des Poly- 
saccharids. Entwicklung Benzidin. f all bin : 

Der Vergleich der zwei Elektropherogramme (Abb. 2) zeigt bei beiden eine 
Ablagerung elektroneutraler Zucker (I und 1) und die elektronegativen Ablage- 
rungen II (sehr schwach), III, IV einerseits und 2 und 3 anderseits, die sich aber 
weder in ihrer Lage decken noch in ihrer Starke iibereinstimmen. Offensichtlich 
handelt es sich hier um verschiedene Zucker-Phosphorsaure-Ester. (Bei Galaktogen 
siehe Weinland®.) 





Start J 2 ] 9 - 016 
} 
yt 


® . 
aa | a 
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Abb. 2. Elektropherogramm des Polysaccharid-Hydroly- é L ane 
sates (a) neben Galaktogen-Hydrolysat (b). e Lage 


Abb. 3. Chromatogramm des Polysaccharid-Hydrolysates. Start | ig _F vp 05 











Abb. 3. 


Chromatogramm nach Hydrolyse des Polysaccharids: Die Be- 
dingungen waren die gleichen, wie beim ungespaltenen Polysaccharid beschrieben. 
Aufgetragen wurden etwa 500 y als Flecken. Das mit Benzidin entwickelte Chro- 
matogramm (Abb. 3) zeigte einen verhaltnismaBig groBen Anteil am Start und 
auBerdem Ablagerungen mit den folgenden Ry-Werten (berechnet fiir Galak- 
tose = 0,16):0,005, 0,01, 0,02, 0,04, 0,16. Daneben fanden sich noch schwache 
Ablagerungen mit den Ry-Werten: 0,24, 0,26, 0,30, 0,36, die letzteren so schwach, 
daB sie photographisch nicht wiedergegeben werden konnten. Die Galaktose- 
Fraktion mit Rp = 0,16 ist die intensivst gefarbte. 
Abb. 4. Vergarung der chromatographisch 
herausgetrennten Galaktose des Polysac- 
charid-Hydrolysates mit an p-Galaktose | 

gewohnter Bierhefe. 





® 4 balaktose 




















1. 200 » Polysaccharid-Hydrolysat 

2. 200 y Polysaccharid-Hydrolysat | ver- PY Start 
3. 200 y p-Galaktose goren : - 
4. 200 » p-Galaktose s J : 


Phosphatnachweis im Chromatogramm des Hydrolysates: Ein 
parallel mitlaufender, unentwickelter Streifen desselben Chromatogramms mit 
1000 » Hydrolysat-Auftragung wurde auf Phosphat entwickelt!®. Dabei zeigten 
sich positive Reaktionen im Bereich der startnahen Fraktionen unterhalb von 
Ry 0.02. Die Ablagerung mit Ry 0,02 ist vermutlich, die beiden Fraktionen mit 
Ry 0,04 und 0,16 sind sicher phosphorfrei. 

Vergirung im Chromatogramm des Hydrolysates: Es wurden zwei- 
mal je 200 y Hydrolysat und zum Vergleich je 200 y p-Galaktose aufgetragen 


® H. Weinland, diese Z. 306, 56 [1956]. 
10 ¢, S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 309 13 
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und nach chromatographischer Auftrennung je ein Streifen mit einer Hydrolysat- 
und Galaktoseauftragung direkt mit Benzidin entwickelt (Abb. 4, Nr. 1 und 4). 
Die beiden anderen Streifen wurden mit einer 20-proz. Suspension von an D-Galak- 
tose gewohnter Bierhefe!! beidseitig bespriiht und 3 Stdn. in wasserdampfgesit- 
tigter Atmosphare bei 37° gehalten!*. Nach anschlieBender Benzidinentwicklung 
waren 200 y p-Galaktose voéllig vergoren (Abb. 4, Nr. 3), dagegen nicht die Galak- 


tosefraktion des Polysaccharidhydrolysates, die noch eine betrachtliche Braun- : 
farbung, offensichtlich wegen L-Galaktose, aufwies (Abb. 4, Nr. 2). : 
Quantitative Untersuchung 
_ Ausgangslésung: etwa 40 mg Substanz, in 1 ccm Wasser gelést und zentri- d 
fugiert. 
Drehung der Ausgangslésung im 5-cm-Rohr: = — 0,60°. \ 
Trockengewicht, Asche: 0,3 ccm der Ausgangslésung wurden in einem t 
gewogenen Platintiegel bei 379/18 Torr zur Trockne. gebracht und bei 110° gewichts- n 
konstant getrocknet. Substanzgewicht 0,01105 g. Nach Veraschen und Gliihen bei ( 
dunkler Rotglut war die Aschenmenge 0,00193 g = 17%. Der hohe Aschegehalt 
ist teilweise auf noch nicht entferntes KC] zuriickzufiihren. n 
Invertierung der Ausgangslésung: 0,5 ccm wurden mit 3 cem 2,5-proz. e 
Schwefelsiure 4 Stdn. im siedenden Wasserbad unter RiickfluB erhitzt, mit BaCO, \ 
auf py 6,5 gebracht, quantitativ aus dem Niederschlag ausgewaschen und die 
vereinigten iiberstehenden Lésungen bei 37°/18 Torr zur Trockne gebracht, die 
trockne Substanz mit 1,5 com Wasser aufgenommen und die hellgelbe Lésung von “ 
einem geringfiigigen weiBlichen Niederschlag abzentrifugiert. I 
Drehung der invertierten Lésung im 5-em-Rohr: = + 0,17°. } 
Zuckerbestimmung in der 1:10 verdiinnten invertierten Lésung 
a) nach- Macleod-Robison?*: 1 (2) ccm verbrauchten 1,67 (3,31) ccm 
n/200-Jodlésung, Mittelwert pro ccm: 0,75 mg Hexose. 
b) nach Somogyi: 1 ccm entsprach im Mittel 4,12 cem n/200 Cu®, das 
sind 0,67 mg Galaktoset. I 
Die Ubereinstimmung der Reduktionswerte 1aBt Ketohexosen ausschlieBen. ] 
Auswertung der Analysen: Die spezif. Drehung der nicht invertierten, ‘ 
aschefreien Substanz berechnet sich zu [a]p: — 39,9°. 
1 


Die spezif. Drehung der invertierten Substanz ergibt sich nach Somogyi zu 
[x]p: + 50,8°, nach Macleod-Robison zu [a ]p: + 45,2°. 

Der Hydrolysegrad errechnet sich zu 68°94 (Macleod-Robison) bzw. 60°% 
(Somogyi). 

Das beschriebene Polysaccharid unterscheidet sich also vom Galak- 
togen in den folgenden Eigenschaften : 

a) Nichtfallbarkeit in saurem Alkohol 
») Bildung einer léslichen Kupferverbindung 
) 
) 


—_— 


schwiachere Anfarbbarkeit mit Perjodsiure-Parafuchsin 
stirker negative spezifische Drehung 
) gréBerer Gehalt an Hexose-Phosphorsiuren 
f) schwere Invertierbarkeit. 
Es ist offensichtlich auch nicht identisch mit dem Polysaccharid- 
gemisch aus den Polysaccharid-Proteiden? 1°, denn es hat 


e 
d 
e 


1 R. Nilsson in: Die Methoden der Fermentforschung (E. Bamann u. 
K. Myrback) II, 8. 1294, Verlag Georg Thieme, Leipzig 1941. 
12 H. Weinland u. F. May, diese Z. 293, 153 [1953]. 
13M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 23, 517 [1929]. 
14H. Somogyi, J. biol. Chemistry 160, 61 [1945]. 
15 M. Geldmacher-Mallinckrodt, diese Z. 308, 220 [1957]. 
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a) eine starker positive spezifische Drehung nach Hydrolyse 

b) einen geringeren Gehalt an L-Galaktose 

c) keine Glucose als Baustein. 

Die elektrophoretische Uneinheitlichkeit der Mucinfraktion ist nicht 
auf die EiweiBdriisen von Schnecken kurz vor dem Legen der Eier be- 
schrinkt. Untersuchungen der Mucine von Eiweibdriisen eingedeckelter 
Schnecken sowie von frisch gelegten Eiern ergaben dasselbe Bild. 

Bei den Eiern gelang es nach Darstellung des Galaktogens tiber 
das Hammarstensche Mucin durch saure Alkoholfallungen in geringer 
Menge ebenfalls ein Polysaccharid mit léslicher Kupferverbindung abzu- 
trennen. Dieses hatte eine spezif. Drehung von etwa — 45°, im Chro- 
matogramm des Hydrolysates zeigte sich als Hauptanteil Galaktose 
(Ry 0,16), daneben eine starke Fraktion am Start und Ablagerungen 
mit den Ry-Werten 0,005, 0,01, 0,02, 0,04, 0,24, 0,31. Danach besteht 
eine groBe Ahnlichkeit mit dem hier beschriebenen, eine lésliche Kupfer- 
verbindung bildenden Polysaccharid aus Eiweifdriisen. 

Nach diesen Untersuchungen wird nach sorgfaltiger Abtrennung 
des Hammarstenschen Mucins bei der anschlieBenden Laugenver- 
kochung kein reines, einheitliches Galaktogen erhalten. Das reinste Pra- 
parat kann nach wie vor iiber die Kupferverbindung gewonnen werden. 


Zusammenfassung 


Das Hammarstensche Sinistrin ist nicht einheitlich. Es enthilt 
neben Galaktogen in geringer Menge ein Polysaccharid, das mit Kupfer- 
lauge nicht fallbar ist und eine starkere negative spezif. Drehung von 
etwa — 40° hat. Die Reindarstellung von Galaktogen muB nach wie vor 
iiber die Kupferverbindung erfolgen. 


Summary 


The sinistrin of Hammarsten has been shown to be non-homo- 
geneous. In addition to galactogen it contains a small proportion of a 
polysaccharide which ist not precipitated by alkaline copper solution 
and has a specific rotation of approximately — 40°. Pure galactogen 
can only be obtained via the copper compound. 





r= 
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DPNH- und TPNH-Dehydrasen in roten Blutkérperchen 
von Kaninchen * 
Von 
S. Rapoport und ©. Wagenknecht 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitét Berlin 
(Direktor: Prof. Dr. 8S. Rapoport) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juni 1957) 


Gegenstand vorliegender Mitteilung bilden Untersuchungen tiber die 
Aktivitét von DPNH- und TPNH-Dehydrasen in Reticulocyten und 
Erythrocyten. Dabei wurden Diaphorase- und Cyt.c-Reduktase-Aktivi- 
tiaiten von zwei Zellfraktionen, Stroma und iiberstehender Fliissigkeit von 
Hamolysaten gemessen. Diese Versuche erschienen von Interesse im 
Hinblick auf vorhergehende Arbeiten iiber den Reifungsvorgang der 
Reticulocyten, in denen gezeigt wurde, dafi der starke Abfall der Atmung 
als Folge der Abnahme der Cytochrom-Oxydase- und Succinat-Dehy- 
drase-Aktivitaét eintritt. Das Absinken der Succinat-Dehydrase wurde 
mit der Wirkung des RU-Hemmstoffs in Verbindung gebracht. In spi- 
teren Mitteilungen wurde der RU-Hemmstoff in Bezug auf seinen Wir- 
kungsort genauer analysiert und eine allgemeine Wirkung auf das Eisen 
von mitochondrialen Eisenflavin-Enzymen festgestellt!. Es war nun 
wissenswert, ob die Aktivitaiten der DPNH- und TPNH-Cytochrom- 
Reduktasen des die Mitochondrien enthaltenden Stromas einem ahn- 
lichen Abfall wie die Succinat-Dehydrase unterliegen. Die Unter- 
suchung der tiberstehenden Lésung schien von zwei Gesichtspunkten 
aus von Interesse: erstens im Hinblick auf die Frage, ob sie an der 
Reifungsdynamik der stroma(mitochondrial)-gebundenen Enzyme teil- 
nimmt oder eine selbstindige Stellung beansprucht, und zweitens 
hinsichtlich der von Mahler®* aufgeworfenen Frage, ob Diaphorasen 
eine selbstandige Existenz besitzen oder nur als Kunstprodukte bei der 
Aufarbeitung von Cytochrom-Reduktasen entstehen. 


* In dieser Arbeit werden folgende Abkiirzungen verwendet: 
DPNH = reduziertes Diphosphopyridin-Nucleotid 
TPNH = reduziertes Triphosphopyridin-Nucleotid 


Cyt.c = Cytochrom c 
DiCIPIP = Dichlorphenolindophenol 
RU = iiberstehende Fliissigkeit von Reticulocyten 


1S. Rapoport u. C. Wagenknecht, Naturwissenschaften 48, 582 [1956]; 
unveréff. Versuche. 

2-H. R. Mahler u. D. G. Elowe, J. biol. Chemistry 210, 165 [1954]. 

3-H. R. Mahler in S. P. Colowick u. N.O. Kaplan, Methods in Enzy- 
mology II, 711, Academic Press, New York 1955. 
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In der Literatur liegen nur vereinzelte Berichte tiber Pyridinnucleo- 
tid-Dehydrasen der roten Blutkérperchen vor. Euler und Giinther* 
stellten in Rattenblut qualitativ DPNH-Diaphorase-Aktivitit fest und 
fanden nur fragliche TPNH-Dehydrierung. Gibson® maB im Rahmen 
von Untersuchungen tiber die kongenitale Methimoglobinaimie in Men- 
schenblut DPNH-Diaphorase. Zu erwahnen sind noch Untersuchungen 
von Kiese® im Rahmen von Studien tiber die Methimoglobin-Reduk- 
tion, in denen eine nicht genauer charakterisierte Enzymfraktion, an- 
scheinend Flavinenzym, die TPNH-Dehydrierung durch Methémoglobin 
katalysierte. Da in keiner der vorliegenden Untersuchungen Cytochrom- 
Reduktase gemessen wurde, gilt ihnen gegeniiber der Einwand von 
Mahler’, da8B der Beweis, es handle sich um selbstindige Diaphorasen, 
noch aussteht. Dieser Einwand erscheint um so mehr berechtigt, als 
alle Cytochrom-Reduktasen, und dariiber hinaus anscheinend die 
meisten Flavinfermente, Diaphorase-Aktivitat zeigen. 


Material und Methoden 


Fiir die Versuche wurden rote Blutkérperchen von Normaltieren und Tieren 
mit Entblutungsanimie verwendet. Die Zellen wurden in iiblicher Weise mit 0,9- 
proz. NaCl-Lésung gewaschen und durch Einfrieren himolysiert. Das Haimolysat 
wurde in Stroma und iiberstehende Lésung getrennt. Die Stromafraktionen wurden 
noch dreimal mit 10fachem Volumen einer 0,9-proz. NaCl-Lésung gewaschen und 
anschlieBend mit gleichem Volumen 0,9-proz. NaCl mit Hilfe eines Glashomogeni- 
sators homogenisiert. 

Fir die Aktivitatsbestimmung wurden die iiberstehenden Lésungen 1:10 ver- 
diinnt und die Stromasuspension unverdiinnt verwendet. Die Messungen erfolgten 
spektrophotometrisch in Kiivetten von 10 mm Schichtdicke. 

1. Reduktase-Systeme: Die Reduktion des Cytochroms c wurde als 
Extinktionszunahme bei 550 my gemessen. 

a) TPNH-Cyt.c-Reduktase: Hierzu wurden pro Ansatz 1,0 ml 1,85-10-° 
m. Cyt. ¢ in 0,025-m. Tris-Puffer px 7,8, 0,02 ml 0,15-m. neutralisierte KCN, 0,1 ml 
0,027-m. Kalium-glucosephosphat, 0,1 ml TPNH-Lésung (2 mg/ml), eine aus- 
reichende Menge Zwischenferment (etwa 0,11 mg) und 0,02—0,08 ml Probe ver- 
wendet. Die Messung wurde durchschnittlich 4—6 Min. verfolgt und die Maximal- 
werte zur Bestimmung der Aktivitaét benutzt. Da das Zwischenferment selbst 
Spuren von Reduktase enthielt, wurden die MeSwerte durch Abziehen der Eigen- 
extinktion (4 x 10-3 E/Min.) korrigiert. 

b) DPNH-Cyt.c-Reduktase: 1,2 ml 1,85-10—5-m. Cyt. ¢ in 0,03-m. Phos- 
phatpuffer, px 7,4, 0,05 ml DPNH-Lésung (350 y/ml), 0,02 ml KCN und 0,02 bis 
0,08 ml Probe wie oben. 

2. Diaphorase-Systeme: Die Extinktionsabnahme des DiCIPIP wurde bei 
600 my gemessen. Die Himolysatfraktionen (besonders die iiberstehenden Lésungen) 
zeigten ohne Substrat eine starke Eigenreduktion. Deshalb wurden entweder 
dialysierte iiberstehende Lésungen verwendet oder vorerst zu dem Reaktions- 
gemisch ohne Substrat Haimolysat zugesetzt und abgewartet, bis die Extinktions- 
abnahme unter Werte von 3x 10-3 E/Min. absank, was 3—5 Min. dauerte. Die 
DiCIPIP-Menge wurde so gewahlt, daB zu Beginn der Aktivitiitsmessung, d. h. bei 
Zusatz des Substrates, die Extinktion etwa 0,65 betrug. Die Messungen wurden in 
0,03-m. Phosphatpuffer, py 7,4, durchgefihrt. 

4H. v. Euler u. G. Giinther, diese Z. 256, 229 [1939]. 


5 Q. H. Gibson, Biochem. J. 42, 13 [1948]. 
6 M. Kiese, Biochem. Z. 316, 264 [1944]. 











Bd. 309 (1957) 





198 S. Rapoport und C. Wagenknecht, 





Ansonsten entsprachen die TPNH- sowie DPNH-Diaphorase-Ansitze den 
Ansitzen der Reduktase-Systeme. 

Bei der Messung der TPNH-Systeme des Stromas war aufer einer sehr ge- 
ringen Aktivitét auch mangelnde Proportionalitit festzustellen. Daher sind die 
gefundenen Durchschnittswerte der Tabelle in Klammern gesetzt. Ebenso war 
die spurenweise vorhandene DPNH-Cyt. c-Reduktase-Aktivitét in den iiber- 
stehenden Lésungen von Reticulocyten nicht proportional und daher nicht quanti- 
tativ meBbar. 


Resultate und Diskussion 


Die in der Tabelle zusammengefaBten Befunde erlauben eine Anzahl 
von SchluBfolgerungen. Aus den Daten ist ersichtlich, daB die stroma- 
gebundene Reduktase einen Abfall auf etwa !/,—'/, waihrend der Reifung 


DPNH- und TPNH-Dehydrasen in roten Blutkérperchen 
Die Enzymaktivitiaten sind als AE/Min./ml Zellen angegeben. 











Reticulocyten _ Erythrocyten 
Enzymsystem Uberstand Stroma Uberstand Stroma 

| 35,0 3,9 36,0 0,4 
Diaphorase 29,0 4,3 29,0 0,5 

DPNH 27,0 4,6 23,5 = 
ate: <l 8,8 <i 1,3 

Re duktase <l 6.8 <] 0.8 
: 7,5 (0,6) 5,5 (0,1) 
Diaphorase 8,0 (0,5) 7,5 (0,3) 
See 7,0 (1,0) 8,0 (0,3) 

TPNH 

ne 0 (1,3) 0 o 
Reduktase 0 (0,5) 0 (0,2) 
(0,4) (0 ) 











erfahrt. Diese Abnahme entspricht annaihernd den Verhiltnissen bei der 
Succinodehydrase’ und entspricht den Erwartungen auf Grund der 
gleichartigen Wirkungen des Hemmstoffes auf DPNH-Cyt.c-Reduktase 
und Succinodehydrase des Herzmuskels. Das Verhiltnis von Reduktase- 
zu Diaphorase-Aktivitat betraigt fiir die DPNH-Systeme 1,5—2,0 und 
entspricht somit annéhernd dem, was bei Herz- und Lebermitochondrien 
(unver6éffentlichte Versuche) gemessen wird. Es ergibt sich somit kein 
Hinweis fiir eine selbstiindige Diaphorase-Aktivitét des Stromas. Be- 
ziglich der TPNH-Systeme des Stromas lassen sich kaum giiltige Aus- 
sagen machen, da die Enzym-Aktivitiat sehr gering und auf Grund ihrer 
mangelnden Proportionalitét nicht geniigend quantitativ meBbar ist. 
Jedoch ist unzweifelhaft eine TPNH-Dehydrase-Aktivitaét, die einen 
Abfall bei der Reifung zeigt, festzustellen. Von groBem Interesse sind 
die Resultate der Messungen in der iiberstehenden Lésung. Erstens 
zeigen die tiberstehenden Lésungen eindeutige Diaphorase-Aktivitat 
ohne Reduktase-Wirkung; somit ist fiir dieses System die von Mahler?? 


? S. Rapoport u. E. C. G. Hofmann, Biochem. Z. 326, 493 [1955]. 
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aufgeworfene Frage beziiglich des selbstandigen Vorkommens von so- 
wohl DPNH- als auch TPNH-Diaphorasen im positiven Sinne beant- 
wortet. Dariiber hinaus weisen die Resultate auf eine relative bio- 
logische Selbstandigkeit der Diaphorasen der iiberstehenden Lésung 
gegentiber den stromalokalisierten Enzymen hin. 

Die aktuelle und potentielle biologische Funktion der Diaphorasen, 
sofern sie selbstaéndige Enzyme darstellen, ist noch in vieler Hinsicht un- 
geklart. Dies trifft auch fiir die roten Blutkérperchen zu. 

Friihe Untersuchungen®:®?° wiesen auf die Funktion von Enzymen 
hin, die die Reduktion von Methimoglobin durch DPNH und TPNH 
katalysieren und die nach Kiese® Flavoproteine darstellen sollen. Der 
Gesamtumfang der Methimoglobin-Reduktion, der sich letztlich als O,- 
Aufnahme auswirken muB, ist jedoch sehr gering, selbst wenn man die 
gesamte Sauerstoffzehrung der Erythrocyten auf diesen Vorgang be- 
ziehen wollte. Die um vieles gréBere Umsatzfahigkeit der Diaphorasen 
wird durch die groBe Erhéhung der Sauerstoffaufnahme von Erythro- 
cyten nach Zugabe von Methylenblau in Gegenwart von Glucose deutlich. 
Somit erscheinen die Diaphorasen der roten Blutkérperchen unter physio- 
logischen Bedingungen funktionell nur zu einem geringem Anteil wirk- 
sam. Man ist geneigt zu vermuten, daB sie ein biologisches Relikt dar- 
stellen und da8 ihre Funktion urspringlich mit dem Atmungsstoff- 
wechsel jugendlicher Stadien roter Blutkérperchen verkniipft ist. Mog- 
licherweise deuten die vorliegenden Befunde darauf hin, daB die roten 
Blutkérperchen intakter Mikrosomen verlustig geworden sind, die im 
Stande sind, die Oxydation cytoplasmatischer Diaphorasen durch Cyt.c 
zu katalysieren™. Andererseits mégen noch Mikrosomenfragmente, etwa 
entsprechend den in anderen Organen gefundenen Partikeln!, fiir die 
Vorginge der Eiwei8synthese in Reticulocyten!*—!> verantwortlich sein. 


Zusammenfassung 
Die Aktivitét von DPNH- und TPNH-Dehydrasen wurde in den 
Zellfraktionen von Reticulocyten und Erythrocyten untersucht. Dabei 
ergab sich, daB DPNH- und TPNH-Cyt.c-Reduktasen im Erythrocyten- 
Stroma, verglichen mit dem Reticulocyten, nur mehr geringfiigige Akti- 
vitat aufweisen. In der iiberstehenden Lésung wurden aktive DPNH- und 
TPNH-Diaphorasen ohne Reduktase-Wirkung festgestellt. Hierbei 





8 G. A. Harropu. E. 8. G. Barron, J. exp. Med. 48, 207 [1928]. 

® O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 242, 206 [1931]. 

10 W. B. Wendel, J. biol. Chemistry 102, 385 [1932]. 

11 §. Rapoport u. C. Wagenknecht, Naturwissenschaften 44, 515 [1957]. 

12 J. W. Littlefield, E. B. Keller, J. Gross u. P.S. Zamecnik, J. biol. 
Chemistry 217, 111 [1955]. 

13H. Borsook, C. L. Deasy, A. J. Haagen-Smit, G. Keighley u. P. H. 
Lowry, J. biol. Chemistry 196, 669 [1952]. 

14H. G. Schweiger u. 8S. Rapoport, diese Z. 306, 33 [1956]. 

19 M. Rabinovitz u. M. E. Olson, Exp. Cell Res. 10, 747 [1956]. 
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zeigten Reticulocyten und Erythrocyten keine Unterschiede. Die Rolle 
von Diaphorasen als selbstiindige Enzyme mit relativer biologischer In- 
dividualitaét und Probleme ihrer biologischen Funktion werden diskutiert. 


Summary 


The activity of DPNH and TPNH dehydrases has been investigated 
in reticulocyte and erythrocyte cell fractions. It was found that the acti- 
vity of DPNH and TPNH cyt. c reductases in erythrocyte stroma is much 
less than in reticulocyte stroma. Active DPNH and TPNH diaphorases 
without reductase effect were demonstrated in the supernatant fluid; no 
differences in activity were observed between the reticulocyte and ery- 
throcyte diaphorases. Consideration is given to the biological function of 
the diaphorases. 
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Uber die selektive Wirkung des RU-Hemmstoffes 
auf die Eisenflavinfermente der Mitochondrien* 
Von 
C. Wagenknecht und S. Rapoport 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Humboldt-Universitait Berlin 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. 8. M. Rapoport) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1957) 


In vorhergehenden Mitteilungen wurde iiber den Ort der Hemm- 
wirkung des RU-Hemmstoffes der Atmungskette berichtet. Auf Grund 
von Untersuchungen an léslichen Praparaten von Succinodehydrase und 
DPNH-Cyt.c-Reduktase wurde angenommen, da die Wirkung des 
Hemmstoffes selektiv auf ein Nichthaémineisen ausgeiibt wird, das einen 
beiden Enzymen gemeinsamen Typ darstellt!. Es erschien von Interesse, 
die Wirkung des RU-Hemmstoffes auf eine Reihe von Fe-Flavinenzymen 
zu priifen, um die Frage zu beantworten, ob alle Fe-Flavinfermente in 
gleicher Art mit RU-Hemmstoff reagieren. 

Auch vom Standpunkt der strukturellen Organisation der Zelle er- 
schien die Untersuchung von Fe-Flavinenzymen verschiedener Herkunft 
von Interesse. Das Verschwinden der Atmung bei der Reifung von Ery- 
throcyten geht, cytologisch gesehen, mit dem Verlust der Mitochon- 
drien einher. Da die bisher untersuchten Systeme mitochondrialer Her- 
kunft waren, war es wissenswert, wie sich mikrosomale oder cytoplas- 
matische Fe-Flavinfermente dem Hemmstoff gegeniiber verhalten. 

Auf Grund dieser Erwigungen wurden folgende Enzympraparate 
untersucht: DPNH- und TPNH-Cyt.c-Systeme der Mitochondrien, eben- 
so die DPNH- und TPNH-Systeme der Mikrosomen der Leber von 
Ratten und schlieBlich die lésliche TPNH-Cyt.c-Reduktase der Hefe, 
iiber deren intracellulire Lokalisierung keine Angaben vorliegen. In 
Anbetracht des Zuriicktretens der mitochondrialen Systeme bei der Hefe 
dirfte sie vermutlich nicht-mitochondrialer Herkunft sein. 


Material und Methoden 


Homogenate von Rattenleber wurden in iiblicher Weise mit einem Homo- 
genisator nach Potter-Elvehjem mit 4 Tln. 0,25-m. Rohrzuckerlésung in einem 
Kisbad bei 0° hergestellt. Mitochondrien wurden curch Zentrifugieren fiir 15 Min. 
mit 12 000 g nach vorhergehender Abtrennung von unzerstérten Zellen und Kernen 





* In dieser Arbeit werden folgende Abkiirzungen verwendet: 
Cyt.: fiir Cytochrom im allgemeinen, wenn nicht durch nachfolgenden 
Kleinbuchstaben naher gekennzeichnet. 
DPNH: Diphosphopyridin-Nucleotid 
TPNH: Triphosphopyridin-Nucleotid 
RU: _ iiberstehende Fliissigkeit von Reticulocyten. 
1 C, Wagenknecht u. 8S. Rapoport, diese Z. 808, 127 [1957]. 
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mit 800 g gewonnen und in 0,9-proz. NaCl-Lésung oder in 0,1-m. Phosphat, px 7,4, 
aufgenommen. Mikrosomen wurden nach vorhergehendem Ansauern auf py 5,4 
durch 30 Min. langes Zentrifugieren mit 22 000 g gewonnen und in gleicher Weis« 
wie die Mitochondrien suspendiert*. Die lésliche DPNH-Cyt.c-Reduktase der Hefe 
wurde aus autolysierter Trockenhefe dargestellt?. Extrakte verschiedenen Rein- 
heitsgrades wurden fiir die Versuche benutzt. 

Die Messung der DPNH-Systeme erfolgte fiir Mitochondrien und Mikrosomen. 
wie beschrieben’, in 0,03-m. Phosphat bei py 7,4 auf Grund der Extinktionszu- 


nahme von Cyt.c bei 550 mu. Die Messung der TPNH-Systeme erfolgte in der 


von Haas et al.? angewandten Weise in einem Trispuffer von py 7,8°. 

Da Suspensionen von Mitochondrien und Mikrosomen in phosphatfreien Medien 
bei 20° rasch an Aktivitit verloren, wurde bei allen Ansiitzen Phosphat zugefiigt. 
Die Versuche wurden iiblicherweise wie folgt angesetzt: 0,2 ml Enzymlésung bzw. 
Homogenatfraktion, 0,1 ml 0,2-m. Phosphat, py 7,4, und 0,1 ml RU. Ansitze mit 
und ohne Hemmstoff wurden 60 Min. lang bei 20° inkubiert und sodann nach Be- 
darf mit 0,03-m. Phosphat verdiinnt. Die MeSwerte sind als Extinktionseinheiten 
AE, Min./ml Leberhomogenat oder fiir Herzenzym und Hefe pro mi utspriingliche 
Enzymldésung angegeben, da in allen Fiillen eine lineare Extinktionszunahme ge- 
messen wurde. 

Resultate 

Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, da8 nur die mitochondrialen, nicht aber 

die mikrosomalen DPNH- und TPNH-Systeme hemmbar sind. Auf- 


Tab. 1. Die Wirkung von RU-Hemmstoff auf DPNH- und 
TPNH-Cyt.-Reduktasen. 


























: Aktivitat 

Zell-Material Enzym-System | Kontrolle + RU Effekt 

Linh. Einh. ie 
52,5 41,0 — 22 
DPNH-Cyt.c 42,5 30,0 = 
Leber-Mito- 44,0 34,0 — 22 
chondrien 1,05 0,73 — 30 
TPNH-Cyt.c 1,35 1,00 — 26 
1,30 0,95 ~ 8 
45 61 + 35 
DPNH-Cyt. 53 aa — 25 
‘ 48 69 4+. 43 
Leber-Mikrosomen 2.90 2.35 14 
TPNH-Cyt. 2,15 2,30 Ey 
2,30 2,40 + 4 
, TPN (Cot - 12,0 12,5 + 4 
Hete , TPNH-Cyt.c 10.5 10.8 e 

2? E. Haas, B. L. Horecker u. T. R. Hogness, J. biol. Chemistry 136, 


747 [1940]. 

8 §. Rapoport u. C. Wagenknecht, diese Z. 309, 196 [1957], vorstehend. 

* Es ist anzunehmen, daf8 das Ansiiuern keinen wesentlichen EinfluB aut 
Reduktaseaktivitét oder Hemmbarkeit ausiiben sollte, da 1. das Verhaltnis von 
Reduktase zur Diaphorase in Mikrosomen selbst nach 24 stdg. Aufbewahren bei 
pu 5,1—5,4 sich nicht wesentlich anderte und 2. bei Mitochondrien kein Unter- 
schied in der Hemmung zwischen nichtangesiiuerten und angesiuerten Mito- 
chondrien auftrat. 
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fallend ist die Steigerung, die beim DPNH-Cyt.-System der Mikrosomen 
beobachtet wurde ; ihr Mechanismus wird gegenwartig untersucht. In der 
Fabelle nicht angefiihrt sind Versuche mit den cytoplasmatischen 
Systemen DPNH-Diaphorase und TPNH-Cyt.c-Reduktase der Leber; 
diese wurden durch RU-Hemmstoff nicht beeinfluBt. 

Die Hemmwirkungen, die an Lebermitochondrien gemessen wurden, 
entsprechen qualitativ den Ergebnissen bei den DPNH-Succinat-Syste- 
men am Herzmuskelenzym mitochondrialer Herkunft, jedoch war das 
Ausmafi der Hemmung verhiltnismaBig gering. Um diese Unterschiede 
herauszuarbeiten, wurden vergleichende Messungen an den mitochon- 
drialen DPNH-Cyt.c- und Succinat-Cyt.c-Systemen von Herz und Leber 
durchgefiihrt (vgl. Tabelle 2). Man ersieht, daB am Herzenzym die Hem- 
mungen des DPNH-Cyt.c- und des Succinat-Cyt.c-Systems nur wenig ver- 
schieden sind, wenngleich immer eine etwas geringere Hemmbarkeit des 
DPNH-Systems beobachtet wurde. Die Hemmung des Succinat-Systems 
der Lebermitochondrien entspricht annahernd seinem Verhalten beim 


Tab. 2. Die Wirkung von RU-Hemmstoff auf Succinat-Cyt.c- und DPNH-Cyt.c- 
Systeme von Herz- und Leber-Mitochondrien. 














Herz Leber 
Versuch System Kontr. | + RU- | Effekt | Kontr. | + RU-| Effekt 
Einh. Einh, wf Einh. | Einh. o% 

I Succinat-Cyt.c 27,0 2.5 — 91 6,2 0,6 — 90 

j DPNH-Cyt.c 28,0 5,0 — §82| 52,5 39,0 = 26 

ll Succinat-Cyt.c 48,0 3,0 — 94 5,0 0,5 — 89 

: DPNH-Cyt.c 25,0 3,0 — 88| 46,0 37 — 19 

It Succinat-Cyt.c 25,0 0 — 100 3,6 0,5 — 86 

* | DPNH-Cyt.c 35,0 2 — 94] 385 | 300 | — 22 
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Herzenzym. Dagegen ist die DPNH-Cyt.c-Reduktase der Lebermito- 
chondrien nur in viel geringerem Mabe hemmbar. Abb. 1 zeigt verglei- 
chende Versuche tiber die unterschiedliche Hemmbarkeit der DPNH- 
Systeme von Leber und Herz. Man erkennt, da8 schon 0.008 ml RU im- 
stande waren 0,2 ml Herzenzym um 84% zu hemmen, wahrend bei Leber- 
mitochondrien selbst 0,4 ml, die 50fache Menge, nur 38°, Hemmung be- 
wirkte. Es liegt demnach ein Unterschied der Hemmbarkeit um an- 
naihernd 2 GréBenordnungen vor. 


Diskussion 

In einer vorhergehenden Mitteilung wurde die Annahme begriindet, 
daS der RU-Hemmstoff spezifisch auf das Nichthimineisen der Fe-Fla- 
vinfermente der Succinat-Dehydrase und DPNH-Cyt.c-Reduktase wirkt. 
Zur Beurteilung der vorliegenden Ergebnisse scheint es angebracht, zu 
priifen, ob die verallgemeinernde Annahme, daf alle untersuchten 
Systeme als Fe-Flavinenzyme anzusehen sind, gerechtfertigt ist. Ein- 
deutig bewiesen ist diese These fiir die Succinat-Dehydrogenase* und die 
DPNH-Cyt.c-Reduktase® von Herzmitochondrien. Nach Angabe von 
Mahler® gilt dasselbe auch fiir die TPNH-Cytochrom-Reduktase aus 
Leber’, die mitochondrialer Herkunft ist. Die Empfindlichkeit gegen 
Komplexreagenzien spricht dafiir, dali die mikrosomale DPNH- 
Cytochrom-b;-Reduktase auch Metall® enthalt; jedoch handelt es sich 
dabei nach einer vorlaufigen Mitteilung® anscheinend um Magnesium. 
Beziiglich des mikrosomalen TPNH-Systems ist noch nichts Niaheres 
bekannt. Die Hemmbarkeit der untersuchten mitochondrialen Systeme, 
von denen anzunehmen ist, daB sie Eisen enthalten, ebenso wie das Aus- 
bleiben der Hemmung im mikrosomalen DPNH-System, stehen im Ein- 
klang mit einer selektiven Wirkung des Hemmstoffes auf das Eisen von 
Flavinfermenten. 

Zur Erklérung der unterschiedlichen Hemmbarkeit der mitochon- 
drialen Enzyme verschiedener Organe wire an subtile Unterschiede in den 
Eigenschaften funktionell gleichartiger Enzyme verschiedener Herkunft 
zu denken, die sich auf das Verhalten des Enzymeisens auswirken kénnen. 
Méglicherweise spielt aber auch unterschiedliche Haftfestigkeit der En- 
zyme im mitochondrialen Verband eine Rolle. In diesem Zusammenhang 
ist eine von uns beobachtete gréBere Labilitit der Lebermitochondrien 
zu erwahnen. 

Antimycin zeigt in seiner Wirkung auf subzellulare Fraktionen ein 
dem RU-Hemmstoff analoges Verhalten: 1. wirkt es nur auf Mitochon- 





4 T. P. Singer, E. B. Kearney u. P. Bernath, J. biol. Chemistry 228, 
599 [1956]. 

5 H. R. Mahler u. D. G. Elowe, J. biol. Chemistry 210, 165 [1954]. 

6 H.R. Mahler u. I. L. Glenn in: W. D. Elroy und B. Glass, Inorganic 
Nitrogen Metabolism, J. Hopkins Univ. Press Baltimore 1956. 
* B. L. Horecker, J. biol. Chemistry 183, 593 [1950]. 
8 P.Strittmatter u. 8S. F. Velick, J. biol. Chemistry 221, 277 [1956]. 
® p. Strittmatter, S. F. Velick, Biochim. biophysica Acta 25, 228 [1957]. 
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drien und nicht auf Mikrosomen und 2. ist das Succinat-Cyt.c-System 
bedeutend stairker hemmbar als die DPNH- und TPNH-Systeme”. 
Andererseits zeigt nur RU-Hemmstoff Wirkung auf lésliche Enzyme. 

Unbeschadet dieser ungeklirten Fragen bleibt als grundlegende 
SchluBfolgerung die Feststellung der biologischen Selektivitit des RU- 
Hemmstoffes fiir mitochondriale Enzyme. Diese besondere Affinitat des 
Hemmstoffes fiir Mitochondrien steht auch im Einklang mit dem Ab- 
lauf der Vorgiinge bei der Reticulocyten-Reifung, bei der das mitochon- 
driale System unter Beibehaltung der léslichen Flavinsysteme® absinkt 
und der Auflésung verfallt. 


Zusammenfassung 


Die Hemmbarkeit von fiinf Praparaten von Cytochrom-Reduktasen, 
und zwar der DPNH- und TPNH-Cyt.-Reduktase der Mitochondrien 
und der Mikrosomen der Leber, sowie der TPNH-Cyt.c-Reduktase der 
Hefe wurde untersucht. Dabei wurde eine selektive Wirkung des RU- 
Hemmstoffes auf die Enzyme der Mitochondrien festgestellt. Der Ver- 
gleich von Succinat- und DPNH-Systemen von Herz und Leber ergab 
unterschiedliche Affinitéten der Mitochondrien-Enzyme fiir RU-Hemm- 
stoff. 

Summary 


Investigations have been carried out into the action of the RU inhi- 
bitor on the DPNH and TPNH cyt. ¢ reductases of liver mitochondria 
and microsomes and the TPNH cyt. c reductase of yeast. It was found 
that only the mitochondrial enzymes undergo inhibition. The affinity 
of the mitochondrial enzymes for the RU inhibitor has also been exa- 
mined in succinate cyt. c and DPNH cyt. c sytems of heart and liver. 








10 C. de Duve, B. C. Pressman, R. Gionetto, R.Wattiaux u. F. Appel- 
mans, Biochem. J. 60, 604 [1955]. 














Wirkungsweise einiger Effektoren der D-Aminosaureoxydase, III 
Reaktionen und Bedeutung des nasc. Hydroperoxyds! 
Von 
K.-0. Mosebach 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1957) 


Beim Studium der Einwirkung von L-Aminosiuren und einigen 
anderen Effektoren auf den Abbau von D-Alanin durch D-Aminosiure- 
oxydase wurde unsere Aufmerksamkeit auf das bei dieser Reaktion 
entstehende Hydroperoxyd gelenkt, insbesondere deswegen, weil die 
GroBe der Effekte von der Katalasekonzentration abhangt. Es inter- 
essierte uns daher, Naheres tiber die Entstehung und Reaktionen dieses 
nascierenden Hydroperoxyds zu erfahren. Da Katalase sich bei der 
D-Aminosaiureoxydase und Histaminase unterschiedlich verhalt, wurden 
auch bei den vorliegenden Versuchen diese beiden Fermente miteinander 
verglichen. Es stellte sich heraus, daB bei der D-Aminoséureoxydase das 
nascierende Hydroperoxyd eine Rolle als Aktivator spielen kann, nicht 
jedoch bei der Histaminase. Es scheint nur dann fermentschadigend zu 
wirken, wenn geeignete Effektoren fehlen, mit deren Hilfe Aktivierungs- 
reaktionen méglich sind. 


Hydroperoxyd bei einer Fermentreaktion (Xanthinoxydase) wurde erstmalig 
von H. Wieland und Rosenfeld? mit Hilfe von Cer(III)-hydroxyd nachgewiesen 
und von H. Wieland und Macrae® quantitativ bestimmt. Warburg und 
Christian* erfaBten es beim ,,sauerstoffiibertragenden Ferment anaerob ge- 
ziichteter Milchséurebakterien‘‘ mittels TiO,. Franke und Lorenz? fihrten als 
erste jodometrische Bestimmungen des H,O, bei der Glucosedehydrase durch, ohne 
die Methode naher zu beschreiben. Der Nachweis mit Cer- und Titanverbindungen 
oder Kaliumjodid-Natriumthiosulfat laBt sich aber nur bei katalasefreien Prapa- 
raten durchfithren. In Gegenwart von Katalase lieB sich nascierendes Hydroperoxyd 
mit Hilfe gekoppelter Oxydationen feststellen, entweder mit Peroxydase® oder mit 
Katalase? und den zugehérigen Substraten. Der Nachweis von H,O, bei der 
p-Aminosiéureoxydase wurde bisher von folgenden Forschern erbracht: 


1 J. Mitt.: W. Dirscherl u. K.-O. Mosebach, Liebigs Ann. Chem. 604, 75 
[1957]; IL. Mitt.: K.-O. Mosebach u. W. Dirscherl, Chem. Ber. 90, 992 [1957]. 
H. Wieland u. Br. Rosenfeld, Liebigs Ann. Chem. 477, 32 [1929]. 

H. Wieland u. T. F. Macrae, Liebigs Ann. Chem. 488, 217 [1930]. 

O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 [1933]. 

W. Franke u. F. Lorenz, Liebigs Ann. Chem. 582, 1 [1937]. 

I. Banja u. E. Philippot, diese Z. 258, 147 [1939]. 

D. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 119, 141 
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[1936]. 











I 











Bd. 309 (1957) p-Aminoséureoxydase, IIT 907 


1. Negelein und Brémel zeigten, daB in Abwesenheit von Katalase die bei der 
oxydativen Desaminierung aus p-Alanin entstehende Brenztraubensiure zu 
Kohlendioxyd und Essigsiure abgebaut wird, und hielten dies fiir eine Wirkung 
des nascierenden Hydroperoxyds. 

2. Keilin und Hartree beobachteten die erwahnte gekoppelte Oxydation’? auch 

beim System p-Aminosdureoxydase-p-Alanin-Katalase-Athanol. 


3. Kenten und Mann® verwerteten die von ihnen gefundene Tatsache, daB 
Mn*®-Ionen in Gegenwart von Peroxydase und einem geeigneten Substrat 
(p-Kresol) durch nascierendes Hydroperoxyd zu drei- und vierw' vertigem Mangan 
oxydiert werden. Das als Manganipyrophosphat anfallende Produkt dient dann 
zur Oxydation von Hydrazin. Der entstehende Stickstoff wird manometrisch 
gemessen. 

4. Ein weiteres Verfahren, mit Hilfe eines Peroxydase-Systems (Peroxydase- 
Benzidin) H,O, bei der p-Aminosdéureoxydase zu bestimmen, stammt von 
Avi-Dor, Cutolo und Paul”, 


Alle Methoden, H,O, bei der D-Aminosiureoxydase mit Hilfe von 
Peroxydase und bestimmten Farbstoffen nachzuweisen, haben aber den 
Nachteil, daB die Fermentreaktion durch derartige Zusitze stark be- 
einfluBt wird, meist gehemmt, teils aktiviert. Keilin und Hartree 
schrieben iiber ihre Versuche, H,O, bei der D-Aminosdiureoxydase wie 
bei der Uricase mit Hilfe bestimmter Farbstoffe nachzuweisen": 

»,The formation of hydrogen peroxide during oxidations of amino acids was 
more difficult to detect than in the previously described oxidation of uric acid. 
p-Phenylendiamine and other similar compounds cannot be used for detection of 
hydrogen peroxide because they are powerful inhibitors of the enzyme .. .“. 

Dieser Sachverhalt, auf den wir beim Vergleich der D.Apainnitiiee- 
oxydasereaktion mit der Histaminasereaktion immer wieder gestoBen 
sind, ist der entscheidende Gegenstand der vorliegenden Untersuchung. 
Er stiitzt unsere Auffassung, da die hohe freie Energie des nascierenden 
Hydroperoxyds Bedeutung fiir die ungestérte Fermentreaktion hat. 


Wir haben das nascierende Hydroperoxyd bei der D-Aminosaure- 
oxydasereaktion mit Hilfe der Chemoluminescenz von p-Aminophthal- 
siiturehydrazid (Luminol)!2, ferner mit Cer(III)-hydroxyd nachgewiesen 
und jodometrisch quantitativ bestimmt. 

Das Auftreten von H,O, bei der Histaminasereaktion ist merk- 
wiirdigerweise umstritten!®, Kapeller-Adler' hat ein Verfahren zur 
quantitativen Verfolgung der Histaminasereaktion ausgearbeitet, bei 
dem Indigocarmin zugesetzt und dessen nicht entfarbter Anteil mit 
Kaliumpermanganat zu Isatindisulfonat oxydiert wird. Die Entfarbung 


8 KE. Negelein u. H. Brémel, Biochem. Z. 300, 225 [1939]. 

9 R. H. Kenten u. P. J. G. Mann, Biochem. J. 52, 125 {1952}. 

1 Y, Avi-Dor, E.Cutolo u. K. G. Paul, Acta physiol. scand. 82, 314 
[1954]. 

11 —. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 119, 114 
[1936]. 

2 P, Holtz u. G. Triem, diese Z. 248, 1 [1937]. 

13M. Laskowsky, J. biol. Chemistry 145, 457 [1942]. 
1 R. Kapeller-Adler, Biochem J. 48, 99 [1951]. 
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von Indigocarmin bei der Histaminasereaktion wurde von Zeller 
entdeckt und auf eine Wirkung des nascierenden Hydroperoxyds zuriick- 
gefiihrt. 

Wir konnten es leicht mit Hilfe des Systems Peroxydase-Guajacol., 
mit Luminol und Cer(III)-hydroxyd nachweisen und jodometrisch 
quantitativ bestimmen. ; L 


Methodik 


Nees 


| 
Fermentpraparate: Das Apoferment der p-Aminosiureoxydase und rohe 
Praparate wurden nach Negelein und Brémel® bereitet (siehe auch I. und | 
II. Mitt.1), das Coferment (Bariumsalz von FAD*) nach Warburg und Chri- 
stian!®, Histaminasepraparate wurden gemaéf Kapeller-Adler!’ mit Hilfe 
fraktionierter Ammoniumsulfatfallungen und Adsorption an Calciumphosphatgel 
katalasefrei gewonnen oder auch nur in roher Form eingesetzt. Kristallisierte Rinder- 
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Abb. 1. Eichkurve zur jodometrischen 
Titration von H,O, bei Fermentreak- 
tionen. 
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leberkatalase wurde von der Firma C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim, bezogen. 
Als Substrate dienten Praparate der Firma Hoffmann-La Roche: p-Alanin, 
Cadaverin-dihydrochlorid und Histamin-dihydrochlorid. 

Der O,-Verbrauch wurde manometrisch nach Warburg, die NH,-Ent- A 
wicklung mit Hilfe der Mikrodiffusionsmethode von Conway und O’Malley!® b 
bestimmt (siehe auch I. und II. Mitteilung?). P 

Die CO,-Entwicklung bei der Oxydation von p-Alanin durch katalase- 
freie p-Aminosdiureoxydase wurde indirekt mit Hilfe einer besonderen GefaéBpaar- 
methode® verfolgt. Die quantitative Bestimmung von H,0, erfolgte mit Hilfe 
einer selbst ausgearbeiteten jodometrischen Methode: Zu 1 mJ des Versuchs- 
ansatzes werden im interessierenden Zeitpunkt 0,5 ml 1-n. H,SO,, 0,5 ml 10-proz. 
KJ-Lésung (frische, jodfreie Lésung) und 1 Tropfen gesatt. Molybdansaurelésung d 
gegeben, dann fiir 40 Min. in den Kiihlschrank (+ 3°) gestellt. Nach Zugabe von b 
2 Tropfen 5-proz. Starkelésung wird mit n/1000-Natriumthiosulfat titriert. Auch - 
bei sehr kleinen H,O,-Konzentrationen (einige ug) erfolgt die Reduktion des frei- 
gesetzten Jods in wenigen Sekunden. Bei kleinen H,O,-Konzentrationen werden k 
etwas zu groBe, bei groBen etwas zu kleine Werte gefunden. An Hand einer Eich- f} 
kurve lassen sich jedoch Korrekturen durchfiihren (siehe Abb. 1). Die Fehler liegen e 


* Flavinadenin-dinucleotid. = 
15 K. A. Zeller, Helv. chim. Acta 21, 1645 [1938]; 28, 1502 [1940]. d 
16 QO. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 150 [1938]. \ 
17 R. Kapeller-Adler, Biochem. J. 44, 70 [1950]. 

18 EK. J. Conway u. E. O’Malley, Biochem. J. 36, 655 [1942]. 
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zwischen + 0,5 ug bei kleinen H,O,-Konzentrationen und — 2g bei groBen 
H,O,-Konzentrationen. Diese jodometrische Bestimmung hat den Vorteil, die 
Kinetik der H,O,-Entwicklung verfolgen zu kénnen, ohne die Reaktion durch 
Zusatze zu beeinflussen. 


Ergebnisse 
Die Hydroperoxydkonzentration im Verlauf der D-Amino- 
siureoxydasereaktion in Abwesenheit von Katalase 
Der Abbau des D-Alanins durch D-Aminosiureoxydase folgt in 
Abwesenheit von Katalase der Gleichung® 
p-Alanin + O, + H,O — Brenztraubensaure -+- NH; + H,.0,. 
Das Hydroperoxyd baut sekundar und nicht fermentativ die Brenz- 
traubensaiure zu Essigsiure und CO, ab: 
Brenztraubensaure + H,O, —~ Essigsiure + CO, ~- H,0. 
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Abb. 2. Zeitlicher Verlauf des O,-Verbrauchs, der NH;, H,O,- und CO,-Entwicklung 

bei der p-Aminosaéureoxydasereaktion in Abwesenheit von Katalase. 37°; m/30- 

Pyrophosphatpuffer, pq 7,2; 4,59-pL-Alanin; 0,36ug FAD-Barium; 300ug Apo- 
ferment; Gesamtvolumen: 2 cem; Gasraum: Luft. 


Abb. 2 zeigt das Gesamtbild des O,-Verbrauchs sowie der NH3;-, 
CO,- und H,0,-Entwicklung in Abhingigkeit von der Zeit. Wir haben 
diese Reaktionskomponenten bei dem gleichen Versuch nebeneinander 
bestimmt, um ihre Zeit-Umsatzkurven unmittelbar miteinander ver- 
gleichen zu kénnen. Die Kurven des O,-Verbrauchs und der NH;- 
Entwicklung fallen praktisch zusammen, ein Beweis fiir die Katalase- 
freiheit des verwendeten Fermentpraparates. HO, laBt sich wahrend der 
ersten Reaktionsminuten beinahe quantitativ erfassen. Erst nach 10 bis 
20 Min. stellt sich ein Gleichgewicht zwischen der H,O,-Entwicklung und 
dem H,O,-Verbrauch infolge der Oxydation von Brenztraubensiure ein. 
Man kann HO, nachweisen, solange die Reaktion lauft. Entsprechend 
erreicht die CO,-Entwicklung vor Abschlu8 der Reaktion nie 100°, der 
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Theorie. Die Konzentrationen der 4 Stoffe in Abhaingigkeit von der Zeit 
lassen sich noch anschaulicher darstellen, wenn man sie in Prozenten der 
aufgenommenen O,-Menge (jeweils 100°) ausdriickt (siehe Abb. 3). Die 
Abbildungen lassen erkennen, daB zu Beginn der Reaktion fast das 
gesamte nascierende Hydroperoxyd zur Verfiigung steht, die nascierende 
Brenztraubensiure und das Hydroperoxyd also nicht unmittelbar am 
gemeinsamen Entstehungsort miteinander reagieren. Dieser Sachverhalt 
ist wichtig zur Beantwortung der Frage, ob irgendein Energieanteil des 
entstehenden Hydroperoxyds vor Zersetzung der Brenztraubensaure 
auch anderen Prozessen zugute kommen kann. Es ist bekannt, dah 
nascierendes Hydroperoxyd reaktionsfahiger als stabiles*1°, somit auch 
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Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der NH,-, H,O,- und CO,-Entwicklung relativ zum 
O,-Verbrauch (100%). 
Siehe Reaktionsbedingungen zu Abb. 2. 


energiereicher ist. Ob es sich hierbei um die Anionen (HO,°, 03°) oder um 
die Radikale des Hydroperoxyds (O,H, OH usw.) oder um energiereiche 
Formen des H,0, selbst handelt, muB vorliufig offen bleiben. 


Die Hydroperoxydkonzentrationen in Abwesenheit und 
Gegenwart von L-Histidin 


Kin Vergleich der H,O,-Entwicklung ohne und mit L-Histidin zeigt, 
daB bei aktivierter Umsetzung die relativen Konzentrationen an 
Hydroperoxyd annihernd gleich bleiben: 

Beispiel: 37 ; m/15-Phosphatpuffer, py 7,0; m/50-p-Alanin; 238 ug Apo- 
ferment; 0,27 ug FAD-Barium; ohne oder mit m/50-L-Histidin; Gesamtvolumen 
3 m/; Atmosphare: Luft. Der Versuchsansatz umfabte 24 GefiBe mit je 3 mi 
Reaktionsgemisch; 12 GefaBe dienten der NH,-Bestimmung, 12 der H,0,-Be- 
stimmung. 


19 W. Franke in Nord-Weidenhagen, Handbuch der Enzymologie. Bd. II, 
8. 831 und 832, Akadem. Verlagsges. Becker & Erler, Leipzig 1940. 
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ohne Histidin mit Histidin 
Zeit HO. 
Minuten — #02 % yi NH, H,0, es 
B - NH,-Menge| ul | NH,-Menge 
10 22,9 20,2 88 26,9 21,5 80 
20 51,1 30,1 59 59,2 33,6 57 
40 107,5 31,4 29,2 121,0 35,0 29,0 
70 157,5 28,0 17,7 208,5 33,6 16,1 
100 201,5 24,5 12,2 291,5 32,7 11,2 














Die relativen H,O,-Konzentrationen (°( der NH;-Menge) mit und 
ohne Histidin stimmen bis auf die 10 Min.-Werte gut tiberein. Das Gleich- 
gewicht zwischen H,O,-Bildung und H,0,-Verbrauch ist also weit- 
gehend unabhangig vom Histidingehalt. Ob der Tatsache, daB die Werte 
fiir H,O, in °%, der NH;-Menge in Abwesenheit von Histidin durchweg 
etwas gréBer sind als in Gegenwart von Histidin, Bedeutung zukommt, 
kann wegen der Kleinheit der Differenzen nicht entschieden werden. 

Dieser Versuch bestitigt die Befunde, die frither'! kolorimetrisch und 
kinetisch gewonnen wurden, da nascierendes H,O, L-Histidin bei der 
D-Aminoséureoxydase nicht angreift. Das ist nicht selbstverstindlich. 
Gewohnlich zersetzen nascierendes (Histaminasereaktion) und aktivier- 
tes Hydroperoxyd zum Unterschied zu stabilem L-Histidin energisch?°. 
Man muB also annehmen, daB Energieanteile des nascierenden Hydro- 
peroxyds bei der D-Aminosiureoxydase anderweitig verwertet werden. 


Reaktionsordnung und Geschwindigkeitskonstante der Oxy- 
dation von Brenztraubensaure durch Hydroperoxyd bei 
der D-Aminoséureoxydasereaktion 


Die Geschwindigkeitskonstante, mit der nascierendes Hydroperoxyd 
die Brenztraubensiure oxydiert, 1éBt sich leicht errechnen, vor allem an 
Hand der Reaktion mit Histidinzusatz, bei der die Reaktionsgeschwin- 
digkeit im interessierenden Bereich anniihernd konstant bleibt. Es gilt 
fiir die Anderungsgeschwindigkeit der H,O,-Konzentration 


dcu,0, 

dt 

Das erste Glied v ist die Reaktionsgeschwindigkeit, mit der auch 
laufend H,O, nachgebildet wird. Das zweite Glied k,cy,0,cps zeigt an, 
mit welcher Geschwindigkeit H,O, bei der Brenztraubensaiureoxydation 
verbraucht wird. Hierin bedeuten k, die gesuchte Geschwindigkeits- 
konstante der Brenztraubensiiureoxydation, cy,o, die im Zeitpunkt ¢ 
vorliegende H,O,-Konzentration und cps die im gleichen Zeitpunkt vor- 
liegende Brenztraubenséurekonzentration. Diese beiden Konzentrationen 


= v — kecu,0,cBs (1) 


20 H. Wieland u. W. Franke, Liebigs Ann. Chem. 457, 49 [1927]. P. Holtz 
u. G. Triem, diese Z. 248, 5 [1937]; J. A. Babin, Biochimia 4, 392 [1939]; 


C. 1989 IT. 4006. 
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miissen aber gleich sein, weil sie Aquimolar entstehen und verschwinden. 
Man kann Gl. (1) daher wie folgt schreiben: 


2 


dcu,0, : 
di =v— k Cho, ‘ (2) 


Nach Einstellen eines Gleichgewichts gilt 


v —kyei,o, =9- (3) 
Man erhalt fiir 
, N 
— cmm = 4.46-10-5 fol 
3 cem: min /-min 
und 
, a} 
CH,O, = 34 —- = 5,05-10-4 Tol 
os 3 ecem 


nach Einstellung des Gleichgewichts (etwa 30 min) 
Da 2 i 
— Mol: min * 
Das Integral der Differentialgleichung (2) lautet 


? 


keV ot 
Z » e 2 1 
“Ho, ~ | bs (4) 
a ae, | 
ertel kei +1 
oder im vorliegenden Falle 
e0,177¢ ] Mol 
Cy o, = 505-1074 < : (5) 
202 eW,1i7t + | l 


Die nach Gl. (5) gezeichnete Kurve stimmt sehr gut mit der empi- 
rischen iiberein (Abb. 4), ein Beweis fiir die Richtigkeit der Annahme in 








te a Abb. 4. Empirischer und _ theore- 

I | tischer Verlauf der H,O,-Entwick- 

= | ~~ lung bei der p- Aminosaéureoxydase- 

5 J). reaktion. 

200 | Z 37°; m/15-Phosphatpuffer, px 7,0; 
V4 m/50-p-Alanin; 0,27ug FAD-Ba- 


rium; 238 ug Apoferment; m/50- 
L-Histidin; Gesamtvolumen: 
J 3 cem; Gasraum: Luft; 


700 y | —o—o—o empirisch 











H.O, 2 ~*7*—X theoretisch ge- 
aus | maB einer Reaktion 
2. Ordnung 


| | ore | Empirischeundtheoretische Kurve 
fallen zusammen. 
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(1), daB nascierendes Hydroperoxyd und Brenztraubensaure bimolekular 
miteinander reagieren. Dieses Ergebnis ist interessant im Vergleich zu 
dem, das Hatcher und Hill*! beim Studium der Oxydation von 
Brenztraubensaure mit stabilem H,O, erhielten. Diese beiden Forscher 
ermittelten einen monomolekularen Verlauf und nahmen entsprechend 
an, daB der Oxydation eine Komplexbildung CH,-CO-CO,H:H,0O, 
vorangehe, deren Bildungsgeschwindigkeit gréBer als die Oxydations- 
geschwindigkeit sei. Sollten die Befunde von Hatcher und Hill auch fiir 
die genau gleichen Versuchsbedingungen wie bei uns gelten, was wir 
iiberpriifen wollen, dann kime auch in diesem Unterschied der Reaktions- 
ordnung die Energiedifferenz zwischen stabilem und nascierendem 
Hydroperoxyd zum Ausdruck. 


Verschiedenes Verhalten von H,O,-Acceptoren bei der 
D-Aminosadureoxydase und der Histaminase 


In der II. Mitteilung! wurde gezeigt, daB krist. Rinderleberkatalase 
auf D-Aminoséureoxydase- und Histaminasereaktion unterschiedlich 
einwirkt. Beim System Histaminase-Cadaverindihydrochlorid fiihrt 
Katalase zu einer Halbierung der Anfangsgeschwindigkeit des O,-Ver- 
brauchs und Streckung der Zeit-Umsatzkurve ganz im Sinne der beiden 
.klassischen‘‘ Theorien von Thunberg®? (Okonomisierungstheorie) 
und Wieland? (Protektortheorie). Beim System D-Aminosaéureoxy- 
dase-D-Alanin tritt an Stelle der Halbierung eine deutliche Aktivierung 
der Anfangsgeschwindigkeit auf, die mit zanehmender Umsatzgeschwin- 
digkeit gr6Ber wird. Derartige Unterschiede treten auch bei Einsatz 
anderer H,O,-Acceptoren (Nachweisreagenzien) auf. 

Ein interessantes Beispiel ist Indigocarmin (Dikaliumsalz der 
Indigo-disulfonsaure-(5.5’). Es wurde ia der Einleitung erwahnt, dab 
das bei der Diaminoxydase (Histaminase)- und Monoaminoxydase- 
reaktion auftretende Hydroperoxyd Indigocarmin oxydativ entfarbt® 
und Kapeller-Adler! hierauf eine Methode aufbaute, die Hista- 
minasereaktion quantitativ zu verfolgen. Indigocarmin hemmt die 
Histaminasereaktion bei dieser deutlichen Sekundiroxydation nicht; 
auch ist es kein Substrat dieses Fermentes. Bei Zugabe von krist. Rinder- 
leberkatalase findet eine Verz6gerung der oxydativen Entfarbung statt, 
ein Beweis dafiir, da Indigocarmin und Katalase konkurrierende 
H,O,-Acceptoren sind. 

Merkwiirdigerweise wird Indigocarmin bei der D-Aminosaureoxy- 
dase-Reaktion nicht angegriffen, dafiir tritt eine sehr starke Hemmung 
auf (siehe Abb. 5). Dies gilt fiir die Verwendung roher, katalasehaltiger 
und gereinigter Praparate. 


21 W. H. Hatcher u. A.C. Hill, Trans. Roy. Soc. Canada [3], Sect. IIT 22, 
214 [1928]; C. 1929 IT, 157. 

22 T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. (D) 35, 163 [1918]; Naturwissen- 
schaften 10, 417 [1922]. 

°3-H. Wieland, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. 20, 477 [1922]. 
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Um zu entscheiden. ob das verschicdene Verhalten des nascierenden 
Hydroperoxvds bei den beiden Fermentreaktionen auf unterschiedliche 
Begleitstoffe der verwendeten Priiparate zuriickzuftihren sei, wurden 


Versuche mit: Mischpriiparaten gemacht. 


, 
7 
7 Abb. 5. EinfluB von Indigocarmin (5380ug) aut 
| /; p-Aminosiureoxydase- und Histaminasereak - 
i / tion. b-Aminosiureoxydase: 37°; m/15-Phos- 
/ phat puffer, pu 7,2; m/50-p-Alanin; lug FAD- 
/ Barium; 44,3¢ Apoferment; Gesamtvolumen: 
/ 2cem; Gasraum: Luft. I. ohne Indigocarmin. 
/ ae I]. mit Indigocarmin. 
/ a Histaminase : 37°; 30-Phosphat puffer, (A are 
: Ze Ime Cadaverin-dihydrochlorid; 1 c¢em  rohes 
/ A | Histaminasepraparat; Gesamtvolumen: 2 ccm: 
/ rd hy Gasraum: Luft. III. and IV. ohne und mit 
1 eee lndigocarmin, 


Beispiel: 87 ; m/15-Phosphatpuffer, py 7,2; 2,84 mg p-Alanin oder 1 mg 
Histamin-dihydrochlorid; 1 ecm Mischfermentpraparat (aus 9 ccm eines rohen 
Histaminasepraparates und 6 ccm eines rohen D-Aminosdiureoxydase-Priaparates) ; 
666 ug Indigocarmin; Gesamtvolumen 4,2 ccm; | Tropfen CHCl,; Luft; Reak- 
tionszeit: 15 Stdn. 








Substrat NH,-Entwicklung — | ntfairbung 








keine 
deutlich 


p-Alanin 
Histamin-2 HC] 





Is hiinet alse nur von der Wahl des Substrates ab. ob Indigocarmin 
entfirbt wird oder nicht. 

Das Fehlen einer Authellunge von tadigocarmin bei der D-Amino- 
siureoxvdasereaktion kann auch nicht darauf zuriickgettihrt werden, 
dab hier noch die Brenztraubensdiure als konkurrierender Acceptor des 
nascierenden Hydroperoxvds hinzukommt. Ber Zugabe von am 1Q0- 
Natriumipyriuvat zum obigen Versuch iit Histamain-dihyvdrochlorid als 
Substrat findet ebenfalls deuthiche Authellunge statt. die allerdings um 
etwa 2O°. veringer ist. Man kann emwenden. dab dic nascierende Brenz- 
traubensiure reaktionsfiihiger sei als stabile. zugesetzte. Um dies zu 
herpritfen., wurden D-Alanin und Cadaverin-dihydrochlorid gemeinsant 
ind einzela in Gegenwart von tndigocarmin einen derartigen Misch- 
fermentpraparat ausgesetzt (siche Abb. 6). Die Authellungsyeschwindig- 
keiten waren in Gegenwart von Cadaverin-dibydrochlorid allem und von 

iden Substraten gemeinsam: gleich. Bei Verwendung von D-Alanim 


in trat auch in diesen: Pall nieht die geringste Entfirbune auf trotz 
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sentlich gréBeren Umsatzes. Ware die nascierende Brenztraubensiiure 

besonders starker Acceptor von nascierendem Hydroperoxyd und 
nut ein starkerer Konkurrent von Indigocarmin, so miiBte die Ent- 
rbungsgeschwindigkeit bei Verwendung beider Substrate geringer 
nu. da (Abb. 4) die Oxydation der nascierenden Brenztraubensiiure 
ater der Nachbildung von Brenztraubensdiure in einem bestimmten 
aBe zuriickbleibt, das bei vermehrter Produktion von Hydroperoxyd 
usiitzliche Histaminasereaktion) kleiner wiirde. Wir stehen also vor 
r Tatsache, daB auch bei stiirkerer H,O,-Entwicklung Indigocarmin 
ahrend der D-Aminosiureoxydase-Reaktion nicht oxydiert wird, ob- 
hl es ein energischer H,O,-Acceptor ist, der sogar mit der Katalase 


bb. 6. Abbau von p-Alanin und Cadaverin-di- ac Sed: ; 
drochlorid einzeln und gemeinsam in Gegenwart 1 6o-— 4 oe it 
on Indigocarmin mit Hilfe eines kombinierten ; | | ia 
»-Aminosaureoxydase-Histaminase-Praparates. =| | Ps {7 
7°; m/30-Phosphat puffer, py 7.2; lug FAD-Ba- a | ml 
in; 44.342 Apoferment der p-Arninosdureoxy- | ey 
ise: 0,7 com rohes Histaminasepriparat: Gesamt- 20 ” ai | 
volumen: 2 cer; Gasraum: Luft. - — 
2 mg Cadaverin-dihydrochlorid, II. 7,12 mz Z 
\lanin, IL. 2 mg Cadaverin-dihydrochlorid und , / 
7,12 mg p-Alanin. ry eel 


onkurrieren kann. Dieses unterschiedliche Verhalten von Indigocarmin 
wi beiden Fermentsystemen legt die Frage nahe, ob Hemmung und 
ehlende Entfarbung bei der D-Aminosiureoxydasereaktion, die im 
(regensatz zur Histaminasereaktion stehen, zusammenhingen. Die wei- 
teren Versuche machen dies wahrscheinlich. Es stellte sich heraus, dats 
L.-Histidin in geeigneter Konzentration die Indigocarmin-Hemimung bet 
ler D-Aminosiiureoxydase-Reaktion aufheben kann. Histidin ist aber 
<clbst ein starker Acceptor fiir nascierendes H,O,7°. Bei Histidinzusatz 
sur Histaminasereaktion beobachtet man die Bildung huminartiger 
Produkte, die immer entstehen, wenn aktiviertes Hydroperoxyd aut 
Histidin wirkt. Hier sei ein Versuch angefiihrt. der deutlich zeigt, wie 
L-Histidin bei der Histaminasereaktion mit nascicrendem Hydroperox vd 
reawiert : 

Beispiel: 387 ; m/15-Phosphatpuffer, py 7.2; 150 we Histamin-dihydro- 
hlorid, 0,1 eem rohes Histaminasepriiparat; 1 Tropfen CHCl,; Gesamtvolumen 
foom: Luft: Reaktionszeit: 16 Stdn.; der qualitative Nachweis von H,O, erfolgt 
mit Hilfe der Chemoluminescenz bei Zugabe von 1 cem Luminw!!*. 





| } 


} we NH,/cem | Chemoluminescenz 
ohne Histidin .. 2 t.} deatlich 
mit Histidin .. £5 sehr schwach 


In Gegenwart von Histidin wird also das nascierende Hydro- 
peroxvd verbraucht. 
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Setzt man zur Histaminasereaktion Indigocarmin und L-Histidin 
zu, so beobachtet man eine Verzégerung der Oxydation des Indigo- 
carmins, ein Beweis fiir die Konkurrenz dieser beiden Stoffe als H,O,- 
Acceptoren. Andererseits ist L-Histidin ein starker Effektor der D-Ami- 
nosiureoxydase, ohne angegriffen zu werden!?. 

Auch mit Cer(IIL)-hydroxyd liBt sich dieses unterschiedliche Ver- 
haiten des nascierenden Hydroperoxyds bei der Histaminase und 
D-Aminosaureoxydase zeigen. Bei ersterer beobachtet man keinen Ein- 
fluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit, wohl aber nach langerer Zeit 
eine geringe Bildung des rotbraunen Cer(IV)-hydroperoxyds Ce(OH), 
(OOH). Die D-Aminosaureoxydase-Reaktion wird dagegen je nach der 
Reaktionsgeschwindigkeit gehemmt oder aktiviert, ohne Auftreten von 
Cerhydroperoxyd?. Dies gilt jedoch fiir die Verwendung von Phosphat- 
puffer. Verwendet man dagegen Cer(III)-hydroxyd in Boratpuffer, so 
beobachtet man eine sehr schnelle Bildung von Cerhydroperoxyd, die 
mit einer starken Hemmung verbunden ist. Hier hat man den Eindruck, 
daB irreversibles Abfangen des Hydroperoxyds die D-Aminosiureoxy- 
dase-Reaktion negativ beeinfluBt. 

Mit Cer(III)-hydroxyd in Boratpuffer hat zum erstenmal H. Wieland?® 
bei der Xanthinoxydase gearbeitet. Man bekommt aber auch mit Cer(III)-sulfat- 
8H,O das Cerhydroperoxyd*, selbst bei Verwendung von Phosphatpuffer, in dem 
CePO,:2H,O ausfallt. Wahrscheinlich kann sich Ce(OH),(OOH) immer dann 
bilden, wenn Ce(OH), selbst oder ein Cersalz vorliegt, das noch léslich genug ist, 
um zu Ce(OH), hydrolysiert zu werden. Bei Verwendung von Boratpuffer und 
Ce(OH), ist die Cerhydroperoxydbildung allerdings wesentlich starker. Andererseits 
hemmt Boratpuffer die p-Aminoséureoxydase-Reaktion auBerordentlich stark, so 
da& wir vorzogen, mit Cer(III)-sulfat in Phosphatpuffer zu arbeiten. 

Das gesamte Erscheinungsbild legt folgende Deutung nahe: Das 
nascierende Hydroperoxyd ist bei der D-Aminosaiureoxydase zum Unter- 
schied von der Histaminase aktiv an der Reaktion beteiligt. Einige 
H,0,-Acceptoren, wie Histidin, weitere Aminosiuren, Peptide und 
Proteine, sind hierbei Synergisten, andere Acceptoren, wie Indigocarmin, 
Antagonisten. Wir vermuten, daB die genannten Stoffe durch nascieren- 
des Hydroperoxyd sensibilisiert oder sogar anoxydiert werden und diese 
Anregungsenergie bei der D-Aminosiureoxydase an das Subsirat (Sub- 
strataktivierung) weitergegeben werden kann. Diese Auffassung wird 
durch die kinetischen Untersuchungen gestiitzt!. Das nebenstehende 

Schema wird den Beobachtungen ge- 


stabil. Hy, sensibil. Effektor a recht. Wir haben friher gezeigt 2°, 
7, daB der Effektor Histidin mit Hydro- 
Elfektor.-nascrer Hyd peroxyd zu Histidinmonoperhydrat 
Pie xX zusammentritt und sich aus dieser 
ii Verbindung Histidin und H,O, zu- 

nascier. Hyd, Effektor sensibil Substrat 


riickgewinnen 1aBt. 


4 L. Pissarjewsky, Z. anorg. allg. Chem. 31, 359 [1902]. 
25 W. Dirscherl u. K.-O. Mosebach, Naturwissenschaften 41, 552 [1954]. 
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Das Schema beriicksichtigt vor allem auch die Tatsache, daB in 
Gegenwart von Histidin als Effektor bei der D-Aminosdéureoxydase- 
feaktion praktisch kein H,O, zusatzlich verbraucht wird, obwohl 
nascierendes Hydroperoxyd Histidin gewohnlich sehr energisch angreift. 
Stehen dem sensibilisierten Effektor keine geeigneten Substrate zur 
Verfiigung (bei der Histaminase), so wird er selbst abgebaut. Die Tat- 
sache, daB Indigocarmin vei der D-Aminosdéureoxydase-Reaktion hemmt 
und nicht entfarbt wird, erklaren wir damit, dai zwar auch dieser 
Effektor vom nascierenden Hydroperoxyd sensibilisiert wird, diese An- 
regungsenergie aber vom Substrat nicht verwertet werden kann und an 
das Ferment schadigend weitergegeben wird. Die Schadigung ist még- 
licherweise als kompetitive Hemmung zwischen sensibilisiertem Substrat 
und sensibilisiertem Indigocarmin aufzufassen. Wir haben in unseren 
Arbeiten den Begriff der kompetitiven Hemmung bewuBt vermieden, 
weil nicht nur Hemmungen, sondern auch Aktivierungen vorkommen. 
Die ibliche kinetische Definition der kompetitiven Hemmung mu8 
unserer Meinung nach durch eine energetische erganzt werden. 

Das Sensibilisierungsschema hat eine gewisse Ahnlichkeit mit dem, 
das Schenck, Gollnik und Neumiiller®® fiir photosensibilisierte 
Autoxydationen aufstellten. Das ist verstindlich, da nascierendes 
Hydroperoxyd und Lichtenergie ahnliche Wirkungen haben k6énnen, zu- 
mal die Bestrahlung einer wiBrigen Losung energiereicher Verbindungen 
meist mit einer Bildung von aktivem Hydroperoxyd verbunden ist. 

Wir sehen jedenfalls Histidin und verwandte Verbindungen als 
Effektoren an, die — mit einer Peroxydase vergleichbar — Energie des 
nascierenden Hydroperoxyds auf andere Substanzen, insbesondere freie 
und gebundene Aminosiuren, tibertragen und auf diese Weise die 
Reaktionsfihigkeit des gesamten Systems erhdhen. 


Zusammenfassung 


Zu Beginn der D-Aminosiureoxydase-Reaktion entsteht in Ab- 
wesenheit von Katalase Hydroperoxyd annahernd aquimolar mit 
Ammoniak. Spiater stellt sich ein Gleichgewicht zwischen der Nach- 
bildung von Hydroperoxyd und dessen Verbrauch bei der Sekundar- 
oxydation der Brenztraubensaure ein. Brenztraubensaure und nascieren- 
des Hydroperoxyd reagieren nach einer Reaktion 2. Ordnung mitein- 
ander. Die Geschwindigkeitskonstante betragt 1,75-10? /-Mol-!-min—!. 
Histidinzusatz beeinfluBt die Relation [H,O,]:[NH,] nur unwesentlich. 
Bei der Histaminasereaktion wird demgegentiber Histidin vom nascie- 
renden Hydroperoxyd angegriffen. Ein entsprechendes unterschiedliches 
Verhalten beobachtet man auch beim Einsatz von Cer(III)-sulfat und 
Indigocarmin als Effektoren. Zur Erklarung wird den hier behandelten 
Effektoren, insbesondere dem Histidin, die Fahigkeit zuerkannt, Energie 


26 G.O.Schenck. K. Gollnik u.0. A. Neumiiller, Liebigs Ann. Chem. 603, 
46 [1957]. 
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des nascierenden Hydroperoxyds bei der D-Aminosiiureoxydasereaktion 
auf das Substrat zu iibertragen, wobei dieses fiir den fermentativen 
Abbau aktiviert wird. Diese Annahme steht im Einklang mit friiheren 
kinetischen Untersuchungen! und der Tatsache, da Histidin Hydroper- 
oxyd energisch abfaingt?®. 

Summary 


In the initial stages of the D-amino acid oxidase reaction and in the 
absence of catalase approximately equimolecular proportions of hydrogen 
peroxide and ammonia are formed. Subsequently an equilibrium is 
established between the formation of hydrogen peroxide and its con- 
sumption in the secondary oxidation of pyruvic acid. Pyruvic acid and 
nascent hydrogen peroxide react together according to a second-order 
reaction. The velocity constant of the latter is 1.75 x 107 l-mol-}-min-!. 
The addition of histidine has no significant effect on the ratio [H,O,]: 
[NH]. In the histaminase reaction, on the other hand, histidine is at- 
tacked by nascent hydrogen peroxide. Similar differences in behaviour 
are observed when indigo carmine and cerous sulphate are employed 
as effectors. It is assumed that the effectors investigated, in particular 
histidine, have the ability to transfer energy in the D-amino oxidase 
reaction from nascent hydrogen peroxide to the substrate so that the 
latter is activated for the enzymatic degradation. This view is in accor- 
dance with previous kinetic studies’ and with the fact that histidine 
firmly binds hydrogen peroxide?5. 
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Beitrag zur Aminosaurebestimmung 
auf Papierchromatogrammen 
Von 
Johanna Heilmann, Jean Barrollier und Eugen Watzke 
Aus dem Hauptlaboratorium der Schering A.G., Berlin (West) (Leiter: Prof. Dr. K. Junkmann) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1957) 
Herrn Prof. Dr. K. Junkmann zum 60. Geburtstag gewidmet 


In einer friiheren Mitteilung wurde auf die Vorteile eines cadmiumhaltigen 
Ninhydrinreagenz fiir die Aminosaéurebestimmung hingewiesen!, das sich bei 
unseren Routinearbeiten bewahrt hat. Die Zusammensetzung des Reagenz wurde 
etwas abgedndert. Wir verwenden jetzt Cadmiumacetat statt Cadmiumchlorid, 
um den nachteiligen Einflu8 der Cl-Ionen auf die Farbentwicklung auszuschalten. 
Reagenz: 100 mg Cd-Acetat + 10 mi Wasser + 5 ml Hisessig + 100 m/ Aceton 
-- 1g Ninhydrin. Die Komponenten werden in der angegebenen Reihenfolge 
zusammengegeben. Das Reagenz ist im Kihlschrank gut haltbar. Fiir quantitative 
Arbeiten empfiehlt es sich, die entsprechende Reagenzmenge nur einmal zu ver- 
wenden. 

Die Chromatogramme werden durch das Reagenz gezogen und nach etwa 
1, Stde. zur Farbentwicklung in einen verschlossenen Behilter gebracht, auf dessen 
Boden eine Schale mit konz. Schwefelsiure steht. Dadurch wird eine ammoniak- 
freie Atmosphare gewahrleistet; der Untergrund des Chromatogramms bleibt rein 
weiB. Die haufig zu beobachtende Farbung des Untergrundes ist ausschlieBlich auf 
den Ammoniakgehalt der Laborluft zuriickzufiihren. Die Farbe ist mit Sicherheit 
nach 24 Stdn. voll entwickelt und bleibt weitere 24 Stdn. unverandert. Erst dann 
beginnt sie langsam abzublassen. 

Zur Kolorimetrie wird der Farbstoff aus den ausgeschnitttenen Zonen des 
Chromatogramms mit Methanol eluiert. Das Methanol muB8 vdllig schwermetallfrei 
sein. Wir benutzen sog. UV-Methanol. Es wird in dem relativ schmalen Absorp- 
tionsmaximum bei 500 my kolorimetriert. 

Die molaren Extinktionskoeffizienten sind bei den einzelnen Aminosduren 
verschieden, Sie liegen 
bei Ala, Ambu, Arg, Glu, Ileu, Leu, Lys, Met, Orn, Ser, Val zwischen 32000 und 

35000, 
bei Cit, Phe, Thre, Tyr zwischen 26000 und 29000, 
bei Asp, His, Try zwischen 18000 und 21000. 

Der durchschnittliche Fehler der Bestimmungen liegt bei + 5%. 

Schwierigkeiten bereitet die Bestimmung von Gly, Cys,_, und Cys,,, weil 
die Farbstoffe unter den angegebenen Bedingungen nur unvollstindig eluiert 
werden. Cys,,, wird am besten nach Oxydation zu Cysteinsiure bestimmt. 

Wir chromatographieren auf médglichst harten, diimnen Papieren, z. B. 
Schleicher & Schill 2045 aM oder agl, da sie besonders schmale und scharfe 
Zonen geben. Als Laufmittel bevorzugen wir Propanol-(2)/Ameisensiure/Wasser 
(75:13:12) oder ahnliche Systeme. Wir arbeiten mit der eindimensionalen Streifen- 
technik und auch mit Ringchromatogrammen. Es liegt im Interesse einer méglichst 
scharfen Zonenausbildung, die Laufstrecke des Lésungsmittelgemisches nicht 


1 J. Barrollier, Naturwissenschaften 42, 416 [1955]. 
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unnotig groB zu wahlen. Die oft unbefriedigende Auftrennung der langsam laufen- 
den Aminosauren mit ahnlichen Ry-Werten lat sich bei eindimensionaler Technik 
durch mehrfaches Laufenlassen weitgehend verbessern, wie es Jeanes? erstmalig 
fiir Kohlenhydrate beschrieben hat. Dies gilt allerdings nur fiir Substanzen mit 
Ry < 0,5, wahrend bei Substanzen mit Ry > 0,5 sogar eine Verschlechterung der 
Auftrennung eintritt. Der Zusammenhang zwischen einfachem Ry und dem fiir 
mehrfachen Lauf sich ergebenden Pp,» ist aus der Abbildung ersichtlich. 





10 Re =06 
| ere R=03 
09 Ct 7 he=02 

. 
08 
07 
» Re =O) 
oe 
06+ 

Ost! 

04 

03+ 
i Ren =1-(1-Rp )” 

02+ 

O1F 








2 4 6 8 10 
Anzahl der Laufe —— 


Rr, n-Werte bei mehrfachem Lauf. 


Fiir eine optimale Auftrennung ist ein 3maliger Lauf am giinstigsten. Nur 
fiir extrem langsam laufende Aminosauren ware eine gréBere Zahl von Laufen 
(4—5) vorzuziehen. Solche mehrfach entwickelten Chromatogramme sind besser 
als zweidimensionale. 

Die Papierchromatogramme sollen méglichst bald nach dem Trocknen an- 
gefarbt und ausgewertet werden. Langeres Liegen der trocknen Chromatogramme 
fiihrt zu Verlusten an Aminosaéuren. Im Interesse einer guten Zonenbildung soll 
die Dosis der einzelnen Aminoséuren zwischen 0,5 und 5 y liegen. 

Die beschriebene Cadmium-Ninhydrinfarbung gestattet auch eine Direkt- 


photometrie mit «-Bromnaphthalin-Paraffin6l (nzy 1,54) durchsichtig gemachter 


Papierstreifen. Bei automatischer Aufzeichnung der Extinktionskurve ergibt sich 
eine direkte Proportionalitat von Dosis/cm Streifenbreite und Extinktionskurven- 
flache. Einzelheiten dieser Methode werden in einer spaiteren Mitteilung gegeben. 


2 A. Jeanes, C.8. Wise u. R. J. Dimler, Analytic. Chem. 28, 415 [1951]. 
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Beitrag zur Methode der papierchromatographischen 
17-Ketosteroid-Bestimmung in Harn 
Von 
Jean Barrollier und Johanna Heilmann 
Aus dem Hauptlaboratorium der Schering A.G., Berlin (West) (Leiter: Prof. Dr. K. Junkmann) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1957) 


Herrn Prof. Dr. K. Junkmann zum 60. Geburtstag gewidmet 


Bei der papierchromatographischen Auftrennung von Substanzen 
will man méglichst gut getrennte, schmale Zonen erhalten. Als bewahrte 
Methode gilt fiir 17-Ketosteroide die von Burton, Zaffaroni und 
Keutmann! sowie von Rubin, Dorfman und Pincus? angegebene 
Arbeitsweise, bei der das Papier mit einer stationéren Phase impragniert 
wird. Die genannten Autoren empfehlen Systeme wie Propylenglykol/ 
Heptan oder Toluol, Formamid/Heptan oder Toluol, Phenylcellosolve/ 
Heptan. Bei den fiir die gute Auftrennung notwendigen groBen Lauf- 
strecken entstehen unerwiinscht breite Zonen der verschiedenen Sub- 
stanzen. Wir verwenden statt dessen ein Lésungsmittelsystem, das zu- 
nachst im Vergleich zu den obigen Loésungsmittelsystemen kleine Ry- 
Werte zeigt. Eine gute Auftrennung mit schmalen Zonen wird jedoch 
durch mehrmaliges Laufenlassen der mobilen Phase erreicht. Als be- 
sonders geeignet erscheint uns das System Dimethylformamid/Cyclo- 
hexan mit dreimaligem Lauf der mobilen Phase, Laufzeit jeweils 2 Stdn. 
Bewahrt hat sich auch hier die von uns entwickelte Chromatobox?. 

Eine Schwierigkeit fiir die quantitative Auswertung besteht in der 
genauen Abgrenzung der auf dem Chromatogramm aufgetrennten 
Zonen. Die Lokalisierung der einzelnen Zonen auf Grund von gleich- 
zeitig gelaufenen Parallel-Testchromatogrammen?! lat keine absolut 
sichere Lokalisierung und Abgrenzung der Zonen zu. 

Wir farben daher die auszuwertenden Chromatogramme durch Be- 
sprihen mit Zimmermann-Reagens an, schneiden die gefarbten Zonen 
aus, extrahieren durch Erwirmen mit essigsaurem Benzol-Methanol- 
gemisch, wobei unter Zerlegung des gefarbten Adduktes die Ketosteroide 





1 R. B. Burton, A. Zaffaroniu. E. H. Keutmann, J. biol. Chemistry 188, 
763 [1951]. 

2 B. L. Rubin, R. I. Dorfman u. G. Pincus, Rec. Progr. in Hormone 
es, IX, 213 [1954]. 
3 J. Barollier, Naturwissenschaften 42, 486 [1955]. 
4 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 
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quantitativ riickgebildet werden. Nach vollstiéndigem Abdampfen der 
Loésungsmittel wird dann mit Hilfe der Zimmermann-Reaktion der Keto- 
steroidgehalt der einzelnen Zonen kolorimetrisch bestimmt?. 

Identifiziert werden die einzelnen Zonen durch Testsubstanzen, die 
auf dem gleichen Papierstreifen neben der Analysensubstanz mit- 
gelaufen sind. 

An Hand von Modellflecken und auch an gelaufenen Modellchro- 
matogrammen wurde gezeigt, daB durch den oben beschriebenen Arbeits- 
gang weder Verluste noch Artefacte auftreten. 























' Zahl der 

oe oe gefunden, mittlerer Destin 

Dix i. Mittel | Fehler mungen 
Dehydro-epiandrosteron ... . |20—300y|} 100% | + 10,5% 17 
Androsteron. ......... 20—185y} 104% |+ 8,6% 22 
Atiocholan-ol-(3«)-on-(17) . . . . |20—190y} 101% | + 14,0% 15 


Der mittlere Fehler der Einzelbestimmung liegt relativ hoch, weil 
die fiir die Bestimmung ungiinstigen hohen und niedrigen Grenzdosen 
in die Berechnung mit einbezogen wurden. 

Es lag uns zunichst daran, die in der Tabelle angefiihrten drei 
Steroide zu bestimmen. Die Chromatogramme von verseiften Harnen 
zeigten, wie zu erwarten, eine Vielzahl von zimmermannpositiven, 
scharfen Zonen. Wir haben jedoch von der Identifizierung und gesonder- 
ten Bestimmung dieser Fraktionen vorliufig Abstand genommen. 

Die 11-Hydroxy-ketosteroide zeigen in dem Dimethylformamid/ 
Cyclohexan-System sehr kleine Ry-Werte. Sie entfernen sich daher nur 
eine kurze Strecke von der Startlinie und bleiben dabei noch im Bereich 
der Harnchromogenzonen. Fiir eine quantitative Bestimmung der 11- 
Hydroxy-ketosteroide ware es nétig, vor der Chromatographie diese 
Ballastfarbstoffe durch Abtrennung der Ketonfraktion zu beseitigen, da 
sie bei der Zimmermann-Reaktion die interessierenden Steroidzonen so 
stark itiberdecken, daB eine genaue Lokalisierung schwierig wird. 

Fir die Bestimmung von Dehydroepiandrosteron, Androsteron und 
Atiocholan-ol-(3«)-on-(17) ist die Anwesenheit von Harnchromogenen 
ohne Bedeutung, da deren Zonen in anderen Bereichen des Chromato- 
gramms liegen. 

Bei der Chromatographie von verseiften Harnen fanden wir, daB 
die Summe der Eluate Werte ergab, die in guter Ubereinstimmung 
waren mit dem in der Ausgangslésung kolorimetrisch nach Zimmermann 
bestimmten Gehalt an Gesamtketosteroiden. Bei 7 Versuchen mit 
Harnen, mit und ohne Zusatz von Ketosteroiden, wurden im Mittel 
101% wiedergefunden; die Streuung der Einzelmessungen betrug 
+ 6,9%. 

> H. Langecker, Biochem. Z. 325, 16 [1953]. 
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Kin anderes Bild ergab die Beurteilung der Werte fiir die einzelnen 
Zonen. Es zeigte sich, daB durch die salzsaure Verseifung in hohem 
MaBe Artefacte gebildet werden. Zahlreiche Autoren, z. B. Bitman®, 
Buehler’, Rubin?, Staudinger’, weisen darauf hin, daB die salz- 
saure Hydrolyse reiner Steroide bzw. ihrer Sulfate unterschiedliche 
Mengen an Artefacten liefern. Wir konnten diese Angaben voll bestatigen. 
Androsteronsulfat gibt die meisten Artefacte, Testanolon am wenigsten. 

Die quantitative Aufgliederung der Ketosteroide des Harns erfordert 
also eine schonendere Verseifung als das Kochen mit Salzsiure. Trotz 
dieses bekannten Nachteils wurde diese Verseifung gewahlt, um die 
Gesamtketosteroide zu erfassen. 


Beschreibung der Versuche 
Papierchromatographie 


Papier: Whatman Nr. 1; Streifen 5 cm breit und 40 cm lang. 

Impragnierung: Man zieht die Streifen durch Dimethylformamid und 
loscht zwischen weichem Filterpapier ab. 

Auftragen der Substanz: Startlinie 7 cm vom Ende des Streifens. Strich- 
formige Auftragung in 2,5 cm Lange. Daneben Kontrollpunkt mit Testsubstanz. 
Die Substanz wird als blanke Lésung in Methylenchlorid (0,1 bis héchstens 0,5 ccm) 
aufgetragen. Es empfiehlt sich, das Methylenchlorid mittels eines Luftstroms 
wabrend des Auftragens rasch verdunsten zu lassen. Man muB8 darauf achten, daB 
durch giinstiges Richten des Luftstroms die Auftragszone médglichst schmal 
gehalten wird. Die Zeitdauer des Auftragens soll 5 Min. nicht iibersteigen. 

Etwa 6 Min. nach dem Impriagnieren des Papiers mit der stationaren Phase 
muB der Streifen in die Chromatographierkammer gebracht werden, wenn optimale 
Auftrennungen erreicht werden sollen. 

Entwicklung des Chromatogramms: Lésungsmittel der mobilen Phase: 
Mit Dimethylformamid gesattigtes Cyclohexan wird mit 1, seines Volumens an 
reinem Cyclohexan verdiinnt. Man arbeitet bewu8t mit einer an stationirer Phase 
untersittigten mobilen Phase. Es wird dadurch ein Uberladen des Papiers mit 
stationirer Phase bei der dreimaligen Entwicklung vermieden. 

Prinzipiell kann jede papierchromatographische Entwicklungstechnik an- 
gewendet werden. Wir beniitzen aus Griinden der Raum- und Lésungsmittel- 
ersparnis unsere Chromatobox*. Wir lassen das Chromatogramm jeweils 2 Stdn. 
laufen, nehmen dann jedesmal den Streifen aus der Apparatur heraus, lassen das 
Cyclohexan an der Luft rasch verdunsten und setzen ihn dann wieder in die 
Apparatur ein. Es ist zweckmaBig, jedesmal die Lésungsmittelfront leicht zu 
markieren und darauf zu achten, daB die Laufstrecke in keinem Fall kleiner ist 
als bei den vorhergehenden Entwicklungen. Aus diesem Grunde haben wir das 
Chromatogramm beim dritten Male 10 Min. langer laufen lassen. 

Trocknen: In einem ventilierten Trockenschrank bei 70° iiber Nacht (etwa 
15 Stdn.). 


Lokalisierung 
Xeagenz: I 96-proz. unvergillter Alkohol. 
II 2-proz. Lésung von m-Dinitrobenzol in unvergalltem Alkohol. 
III 50-proz. waBrige Kalilauge. 


6 J. Bitman u. 8. L. Cohen, J. biol. Chemistry 179, 455 [1949]. 

7 H. J. Buehler, P. A. Katzman u. E, A. Doisy, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 78, 3 [1951]. 

8 H.J.Staudinger, M.Taugner u. W. Weiss, Klin. Wschr. 32, 1082 [1954]. 
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Es werden 5 cem I mit 5 cem II und 2,5 cem III jeweils frisch gemischt und 
sofort verbraucht. 

Die Streifen werden mit dem Reagens von beiden Seiten leicht, aber még- 
lichst gleichmaBig bespriiht und 2 Min. im ventilierten Trockenschrank bei 80 
erhitzt. An Hand der Testflecken werden die einzelnen Fraktionen identifiziert. 

Extraktion: Lésungsmittel: 100 cem Benzol + 100 ccm Methanol + 10 ccm 
Kisessig. : 

Es dirfen nur reinste Lésungsmittel und sehr sorgfaltig gereinigte Glas- 
sachen verwendet werden. 

Die zu bestimmenden Zonen werden ausgeschnitten und im Reagenzglas 
3mal mit je 5 ccm des essigsauren Benzol-Methanolgemisches kurz ausgekocht. Die 
Extrakte werden in einem MeBkélbchen vereinigt. Die Loésungsmittel werden im 
Luftstrom weggedunstet, wobei die Kélbchen in einem Wasserbad von 50—60° 
erwarmt werden. Die restlose Beseitigung der Lésungsmittel ist wesentlich. 

Die MeBkélbchen werden so gewahlt, daB in 20 ccm Endlésung 40—100 y 
Ketosteroid enthalten sind. 


Kolorimetrie 
Reagenz: 1. 96-proz. unvergallter Alkohol. 
2. 2-proz. Lésung von m-Dinitrobenzol in unvergialltem Alkohol. 


3. 5-n. waBrige Kalilauge, 
4. Methylenchlorid. 


Bei Verwendung von 20-ccm-Kélbchen werden die Riickstaénde jeweils in 
0,8cem Alkohol gelést. Dann fiigt man 0,8 ccm m-Dinitrobenzol-Lésung zu, 
schiittelt um und pipettiert 0,8 com 5-n. KOH hinzu. Nach gutem Durchmischen 
bleiben die Kélbchen 105 Min. bei Zimmertemperatur im Dunkeln stehen. An- 
schlieBend wird mit Methylenchlorid bis zur Marke aufgefiillt, im Scheidetrichter 
die obere dunkelbraune waBrig-alkalische Schicht abgetrennt. Die geringe Wasser- 
triibung der Methylenchloridlésung hebt man durch Zugabe von 1, Vol. unver- 
galltem Alkohol auf. Nach gutem Durchschiitteln mi8t man die Extinktion in der 
110. Minute. Die Klarung des Methylenchlorids mit Alkohol ist dem Trocknen mit 
Na,SO, (sice.) vorzuziehen; man erhalt héhere Extinktionen und erspart Zeit. 

Bei Verwendung gréBerer MeBkdlbchen andern sich die Reagenzmengen 
sinngemaB. 

Gemessen wurde von uns im Unicam bei 520 my unter Beriicksichtigung des 
Papierleerwertes. 

Der molare Extinktionskoeffizient ist bei den drei untersuchten 17-Keto- 
steroiden praktisch gleich. ¢;5) = 12700. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode zur quantitativen Bestimmung von 17-Keto- 
steroiden auf Papierchromatogrammen angegeben. 

Durch Wahl des Lésungsmittelsystems Dimethylformamid-Cyclo- 
hexan, bei dreimaligem Lauf der mobilen Phase, wird eine gute Auf- 
trennung in schmalen Zonen erreicht. 

Die Zonen werden mit der Zimmermann-Reaktion sichtbar ge- 
macht. AnschlieBend werden die ausgeschnittenen Zonen unter Zer- 
legung des Farbstoffes und quantitativer Riickbildung der urspriing- 
lichen Ketosteroide extrahiert. 

In den Extrakten werden die Ketosteroide mit der Zimmermann- 
Reaktion quantitativ kolorimetrisch bestimmt. Die zu messende Farb- 
losung wird durch Alkoholzusatz geklirt. 
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Die Methode wurde fiir Dehydro-epiandrosteron, Androsteron und 
Atiocholan-ol-(3«)-on-(17) ausgearbeitet und im stark salzsauer hydro- 
lysierten Harn fiir die Trennung von Androsteron und Testanolon an- 
gewendet. 


Summary 


A method is described for the quantitative determination of 17- 
ketosteroids on paper chromatograms. Good separation into narrow 
zones is achieved by running the mobile phase three times using di- 
methylformamide-cyclohexane as solvent system. The Zimmermann 
reaction is employed to reveal the zones which are then cut out and 
extracted with decomposition of the dyestuff and quantitative regene- 
ration of the original ketosteroids. The ketosteroids in the extracts are 
estimated colorimetrically by the Zimmermann reaction. The coloured 
solutions are clarified by the addition of alcohol before measurement. 
The method has been tested for the determination of dehydroepiandro- 
sterone, androsterone and aetiocholane-3«-ol-17-one and has been 
applied for the separation of androsterone and testanolone in urine after 
hydrolysis with hydrochloric acid. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 309 
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Uber die Natur der Veranderungen der Milch 
beim technischen Trocknen, I 
Zugleich ein Beitrag zur alimentaren Lebernekrose der Ratte 
Von 
Hermann Fink und Giinther Brenner 
Aus dem Institut fiir Garungswissenschaft und Enzymchemie der Universitit Kéln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juli 1957) 


Zur Erklarung des Effektes, da Magermilch beim technischen Trocknen Ver- 
anderungen erleiden kann, die beim Verfiittern der Trockenmilch an wachsende 
Albinoratten zum Auftreten von alimentarer Lebernekrose fiihren, haben wir 
unlangst! verschiedene Arbeitshypothesen aufgestellt, darunter auch die der Ent- 
stehung einer Noxe. Wir glaubter, ihr von vornherein nur eine zweitrangige Be- 
deutung beimessen zu miissen. Sie konnte nun durch eine neue Serie von Tier- 
versuchen weitgehend ausgeschaltet werden. 

Wir zogen eine Gruppe von jungen Albinoratten wieder mit unserer eiweiB- 
monochromatischen Diat auf. Diese enthielt aber diesmal das Doppelte an Mager- 
milchpulver bzw. MilcheiweiB. Das Nahrstoffverhaltnis (verdauliches EiweiB:Ge- 
samt-Kalorien) war also auf rd. 1:5 statt wie bisher auf rd. 1:16 eingestellt. Eine 
entsprechende Merfge Kohlenhydrat-Kalorien (Weizenstérke) war also durch 
EiweiB-Kalorien (Magermilchpulver) ersetzt worden. Bei der Verfiitterung dieser 
recht eiweiBreichen Diét mit engem Nahrstoffverhalinis konnten wir bisher keine 
Leberschaden mehr beobachten, auch aicht bei am Versuchsende nach 120 Tagen 
getoteten Tieren?, — somit jedenfalls nicht in der ersten Generation, — im Gegen- 
satz zu unseren bisherigen ebenfalls suffizienten Diaten 1:10 mit Trockenmager- 
milchpulver. Lediglich die Wachstumsintensititskurven blieben, wenn auch in 
nicht signifikanter Weise, gegeniiber der Verwendung einer analog zusammen- 
gesetzten Diat 1:5 mit frischer Magermilch etwas zuriick. 

Ware eine nekroseauslésende Noxe durch das technische Trocknen im Mager- 
milchpulver entstanden, so miiBte — wie man wohl annehmen mu8B — deren 
Wirkung bei der Verdoppelung der Dosis von Magermilchpulver sogar deutlicher 
in Erscheinung getreten sein. Die Entstehung eines akut giftig wirkenden Prinzips 
bei der technischen Trocknung der Milch halten wir deshalb im Gegensatz zu 
anderen Autoren* bei unserem jetzigen Stand der Kenntnis fiir wenig wahr- 
scheinlich. 

Dieser neue Befund spricht fiir unsere auch schon experimentell gestiitzte 
weitere Arbeitshypothese, der zufolge der Milchtrocknungsschaden in einer Zer- 
stérung von essentiellen Aminosaiuren, besonders Thio-Aminosauren, besteht. 
Bei dem Nahrstoffverhaltnis 1:10 in der meist stark nekrogen wirkenden Diat mit 


1H. Fink, diese Z. 298. 93 [1954]. H. Fink, Chemiker-Ztg. 80, 624 [1956]. 

2 Seit dem Tode von Herrn Professor Dr. med. vet. Rievel von der Bundes- 
forschungsanstalt fiir Fleischwirtschaft, Kulmbach, werden alle bei unseren 
Arbeiten notwerdigen histologischen Untersuchungen von Herrn Professor Dr. 
med. Eger vom Pathologischen Institut der Universitat Géttingen in dankens- 
werter Weise durchgefihrt. 

3 Private Mitteilung, Professor Dr. Kretovich, Moskau (Bach-Institut), 
bei dem II. Internationalen Colloquium fiir Pflanzenqualitat in Paris am 24.4. 1957. 


{ 











Bd. 309 (1957) | Uber die Veranderungen der Milch beim Trocknen, I 997 





Trockenmagermilch unterschreiten diese offenbar den minimalen Bedarf. Bei 1:5 
reichen sie im Futtergemisch aus. Die iiberschiissigen, nicht durch Zerstérung ver- 
minderten Aminoséuren kénnen dann — wie man weif — statt Kohlenhydraten 
verbrannt oder als solche im Harn ausgeschieden werden. Da wir mit Kubin‘4 
Verluste an Methionin und Cystin von rd. 10-—50% bei der Magermilchtrocknung 
im mikrobiologischen Test festgestellt haben, wiirde die Rechnung iiberschlags- 
weise aufgehen. 

Das Nahrstoffverhaltnis 1:5 ist nun fiir die Ratte allerdings ein enges, sehr 
eiweiBreiches, gemessen an der Versuchsdiat, die Mc Collum fiir die wachsende 
Ratte noch hinreichend und zur Bestimmung des biologischen EiweiBwertes als 
sehr empfindlich gefunden hat®. 

Will man also eine empfindliche Versuchsanordnung fiir die Aussagen be- 
treffend biologische EiweiBqualitat oder u. E. betreffend die Lebernekrogenitat, 
so wird man zweckmaBig bei dem von Mc Collum fiir solche Versuche erprobten 
Verhiltnis von rd. 1 : 10 bleiben. Das Verhiltnis 1:5 ware dafiir zu unempfindlich. 
Dies zeigt auch unsere Feststellung, daB die Eiweifausnutzung fiir das Wachstum, 
der Eiwei8wirkungswert (protein efficiency), d. h. die durch 1 g gefressenes ver- 
dauliches EiweiB bewirkte Gewichtszunahme, fiir alle Abschnitte des 120-tigigen 
Wachstumsversuchs fast auf die Halfte gegeniiber dem Nihrstoffverhiltnis 1:10 
abgesunken war. Die reichlichere EiweiBzufuhr wird eben mehr fiir andere Be- 
diirfnisse des Organismus verwendet. 

Der von uns immer wieder und inzwischen auch von anderen Autoren® fest- 
gestellte Unterschied zwischen frischer Magermilch und ge:rockneter Magermilch 
bleibt trotz des neuen Befundes bestehen. 

Wenn man fiir die wachsende Ratte extrem weite, nicht mehr suffiziente 
Nahrstoffverhaltnisse wie 1:15 bis 1:25 nimmt, so ist nicht nur das Wachstum 
verringert, sondern es kann bei solcher Unterversorgung mit Nahrungseiwei8 
dann, wie wir feststellen konnten, auch bei der Verwendung von héchstwertigen 
und ungeschadigten Nahrungsproteinen, z. B. sogar bei frischer Magermilch, zu 
schweren Ernaihrungsschiden und auch Lebernekrosen in Versuchen mit wachsen- 
den Ratten kommen. 

Beziiglich des Auftretens von alimentirer Lebernekrose fanden wir somit 
auch fiir Magermilchpulver eine deutliche Abhangigkeit vom Niahrstoffverhiltnis, 
d.h. von der EiweiBkonzentration der Versuchsnahrung. 

Zu den schon bekannten Méglichkeiten der Verhiitung von alimentirer Leber- 
nekrose, z. B. Zugabe von Thioaminosiuren, Vitamin E, Roggen und Weizen, 
Faktor 3 nach K. Schwarz, kommt nun auch noch das Uberangebot an Ei- 
wei des an sich beim Nahrstoffverhiltnis 1:10 als nekrogen befundenen Mager- 
milchpulvers, das dann allerdings mit einer nur halb so guten Ausnutzung fir das 
Wachstum verbunden ist. 

Ausfihrliche Veréffentlichung erfolgt demnichst. 


4 Dissert. Universitat Koln, Math.-naturwiss. Fakultat, 1957. 

5 Rd. 9°, Rohprotein (!) in der Nahrung. 

6 G. K. Benson, K. M. Henryu.S. K. Kon, National Institute for Research 
in Dairying, Shinfield/England (siehe: Naturwissenschaften 44, 283 [1957]). 
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Zur Frage der Existenz einer Leucyl-peptidase 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Lorenz Keller 


Aus dem Institut fiir Grganische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen, 
Labor: Prof. Waldschmidt- Leitz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juli 1957) 


Die Frage nach der Existenz einer besonderen ,,Leucyl-peptidase“, 
eines fiir die Spaltung von Leucylpeptiden spezifischen Enzyms, in 
Darmschleimhaut und Pankreas ist zuerst von Linderstr6m-Lang! 
aufgeworfen und bejaht worden. Wahrend vordem die Feststellung galt, 
daB hier, auBer einer Carboxy-peptidase und einigen speziellen Pepti- 
dasen nur eine Dipeptidase und eine am Aminoende von Polypeptiden 
angreifende Amino-polypeptidase zu unterscheiden seien?, deren pra- 
parative Trennung sich durch AdsorptionsmaBnahmen durchfiihren lieB, 
wurde von Linderstré6m-Lang auf Verainderungen in der Wirksam- 
keit bei der Alterung von Ausziigen gegeniiber Leucylpeptiden einerseits 
und Glycyl- und Alanylpeptiden andererseits die Annahme einer beson- 
deren Peptidase gegriindet, deren Wirkung auf Leucylpeptide beschrankt 
sei, unabhangig von deren Linge, das Enzym also gleicherweise z. B. 
das Dipeptid Leucyl-glycin wie das Tripeptid Leucyl-diglycin zu spalten 
befahigt sei. Diese Annahme erhielt weiterhin eine Stiitze durch den 
Befund einer spezifischen Aktivierbarkeit der Wirkung von Ausziigen 
aus Darmschleimhaut gegeniiber Leucylpeptiden durch gewisse Metall- 
ionen, am ausgepragtesten durch Manganionen®, welche ebenfalls unab- 
hangig von der Kettenlange des Peptids beobachtet wurde. Die weitere 
Feststellung, daB diese Aktivierung insbesondere bei Peptiden mit 
amino-endstindigem Leucin wie Leucyl-diglycin, in viel geringerem 
MaBe dagegen bei Substraten mit innerstaindigem Leucin wie Glycyl- 
leucyl-glycin oder Glycyl-leucin-amid sich auBerte, namlich hier wohl 
erst nach vorangehender Freilegung amino-endstandigen Leucins‘, 
fiihrte dann zu der Bezeichnung des Enzyms als einer ,,Leucyl-amino- 
peptidase“*®. 

"1K, Linderstrém-Lang, diese Z. 182,151 [1929]; K. Linderstrém- 
Lang u. M. Sato, diese Z. 184, 83 [1929]; K. Linderstrém-Lang, diese Z. 188, 
48 [1930]; siehe dagegen die Einwendungen von W. Grassmann u. L. Klenk, 
diese Z. 186, 26 [1930]. 

2 Siehe dazu E. Waldschmidt-Leitz, A. K. Balls u. J. Waldschmidt- 
Graser, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 956 [1929]. 

3 Vgl. M. J. Johnson, G. H. Johnson u. W. H. Peterson, J. biol. Che- 
mistry 116, 515 [1936]; J. Berger u. M. J. Johnson, ebenda 180, 641, 655 [1939]. 

4 Vgl. die im Versuchsteil angefiihrten Beobachtungen. 

5 Siehe dazu E. L.Smith u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 188, 789 
[1941]; 158, 627 [1944]; E. L.Smith, ebenda 163,15 [1946]; E. L.Smith u. 
B. Slonim, ebenda 176, 835 [1948]. 
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Bei der Untersuchung der spezifischen Wirkungen tierischer Pepti- 
dasen, aus Pankreas, Darmschleimhaut oder anderen tierischen Organen, 
ist in der Folge die altere und woh] begriindete Unterscheidung zwischen 
den Wirkungen einer Dipeptidase einerseits und einer Polypeptidase, 
namlich Amino-polypeptidase, andererseits mehr und mehr zugunsten 
dieser neu angenommenen Leucyl-aminopeptidase in den Hintergrund 
getreten. Wenn so z. B. in den neueren Arbeiten von Smith und Mit- 
arbeitern® eine groBe Anzahl von Wirkungen gegeniiber synthetischen 
Substraten, nicht nur solechen mit amino-endstaéndigem Leucin, einer 
Leucyl-aminopeptidase zugeschrieben wird, auch ohne besondere Be- 
ricksichtigung ihrer Aktivierbarkeit durch Metallionen, so kann dies 
nur:als ein Riickschritt in der Erkenntnis bewertet werden, der die in 
den’ fritheren Untersuchungen erhobenen SchluBfolgerungen zu _ ver- 
wischen geeignet ist. Es erscheint daher geboten, die Frage nach der 
Sonderexistenz dieses Enzyms und ihre Begriindung erneut zu priifen. 

Die Versuche, iiber die wir nachstehend berichten, haben zunichst 
die alte Feststellung bestatigt, daB es gelingt, aus dem Peptidasen- 
gemisch in den Ausziigen aus Pankreas durch AdsorptionsmaBnahmen, 
eine Adsorption mit Tonerde und dann mit Eisenhydroxyd?, eine Di- 
peptidase, frei von Wirkung gegeniiber Polypeptiden, und eine Amino- 
polypeptidase, ohne Wirkung gegeniiber Dipeptiden, nebeneinander zu 
gewinnen. Das gleiche Adsorptionsverfahren lait sich auch auf die von 
Smith und Mitarbeitern’ aus Schweinenieren gereinigten Priparate von 
,,.Leucyl-aminopeptidase“ iibertragen: Durch Adsorption mit Eisen- 
hydroxyd erhalt man aus diesen in der Elution Dipeptidase frei von 
Polypeptidase einerseits, in der Adsorptionsrestlésung andererseits 
Polypeptidase frei von Dipeptidase. In beiden Fallen spaltet die Dipep- 
tidase z. B. nur Leucyl-glycin, nicht auch Leucyl-diglycin, die Poly- 
peptidase nur das letztere; das fiir die Wirkung der Leucyl-peptidase in 
der Literatur angefiihrte Kennzeichen, daB dieses Enzym Leucylpeptide 
unabhangig von deren Kettenlange angreife, ist also nirgends gegeben®. 
Tab. 1 veranschaulicht die Wirkungen von Dipeptidase einerseits und 
von Amino-polypeptidase andererseits, aus Pankreas wie aus Niere 
gewonnen, gegenitiber einer Auswahl von Substraten. 

Affinitaétsmessungen, die wir gegeniiber einem leucylfreien und 
emem leucylhaltigen Dipeptid, Valyl-glycin, bzw. Leucyl-asparagin- 
siure, vergleichsweise mit Dipeptidaselésungen aus Pankreas ver- 


6 E.L. Smith u. W.J. Polglase, J. biol. Chemistry 180, 1209 [1949]; 
E.L.Smith, D.H.Spackman u. W.J. Polglase, ebenda 199, 801 [1952]; 
D. H. Spackman, E. L.Smith u. D. M. Brown, ebenda 212, 255 [1955]; E. L. 
Smith u. D. H.Spackman, ebenda 212, 271 [1955]. 

7D. H.Spackman, E. L. Smith u. D. M. Brown, 1. c. 

8 Die beobachtete Spaltbarkeit von Aminosiureamiden, darunter Leucin- 
amid, durch Amino-polypeptidase beruht auf der schon lange bekannten Tatsache, 
daB die Saéureamidbindung hier durch das Fehlen einer benachbarten freien 
Carboxylgruppe durch Polypeptidase spaltbar wird (vgl. W.Grassmann u. 
H. Dyckerhoff, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 656 [1928)). 
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Tab. 1. Spezifische Spaltbarkeit von Substraten durch Dipeptidase 
und Amino-polypeptidase. 
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(+ = positiv, ++ = verstarkt, — = negativ, 0 = nicht gepriift). 
Dipeptidase Polypeptidase 
Substrat aus Pankreas Niere aus Pankreas Niere 
ohne | mit Mn | ohne | mit Mn} ohne | mit Mn] ohne | mit Mn 
Gly-gly + + + + — — — _ 
Ala-gly + + + 6 pare ae = = 
Val-gly + + 0 0 — — 0 0 
Leu-gly +] ++] +] ++] — —}|-— — 
Leu-asp a +4 0 0 — _ 0 0 
Tleu-gly + + 0 0 — — 0 0 
His-gly + $4 0 0 — — 0 0 
Gly-gly-gly ag ake sa = + it: + + 
Gly-leu-gly — — 0 0 zu Sle 0 0 
Leu-gly-gly aa oa) os on + -e ] eo bs 
Leu-amid — = = <= =. abe te ate aa. 


























schiedenen Reinheitsgrads, namlich mit Glycerinauszug, mit Tonerde- 
elution und mit Eisenhydroxydelution vorgenommen haben und deren 
Ergebnisse in den Abb. 1—3 veranschaulicht sind, haben zu der Fest- 
stellung gefiihrt, daB die Quotienten der Ky-Werte bzw. der negativen 
Logarithmen derselben in allen drei Beispielen nahezu tibereinstimmen, 
entsprechend den-Werten 1,53, bzw. 1,43, bzw. 1,44. Fiir das Vorhanden- 
sein einer besonderen Leucyl-peptidase neben der Dipeptidase, das sich 
in einer Verschiebung der Affinitatskonstanten im Verlaufe der Reini- 
gung auswirken sollte, ergibt sich also auch hieraus kein Anhaltspunkt. 

Als wichtiges unterscheidendes Merkmal gegeniiber Dipeptidase und 
Aminopolypeptidase verbliebe nach den Aussagen der Literatur allein 
die Aktivierbarkeit der Wirkung gegeniiber Leucylpeptiden durch 
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Metall-, z. B. Manganionen, die man auf die Anwesenheit eines speziellen 
Enzyms zurickgefihrt hat. Da sich die Trager der enzymatischen Wir- 
kungen gegeniiber Di- und gegentiber Polypeptiden, wie oben ausgefihrt, 
voneinander trennen lassen, sollte man, falls man die Aktivierbarkeit 
durch Metallionen als Kriterium zugrundelegt, neben einer Leucy]l- 
dipeptidase auch eine Leucyl-polypeptidase zu unterscheiden haben. 
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Abb. 3. Aktivitiats-ps-Kurven 
mit Eisenhydroxydelution: 
—— — pi-Valyl-glycin, 
pL-Leucyl]-L-asparagin- 
saure. 





relat. Anfangsgeschwindigkeit 
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Eine derartige Folgerung wire indessen nicht nur aus Wahrscheinlich- 
keitsgriinden abwegig, zumal die Affinitatsmessungen fiir die Existenz 
einer besonderen Leucyl-dipeptidase keinerlei Hinweis ergeben. Die 
Aktivierbarkeit durch Metallionen scheint nicht die Eigenschaft eines 
besonderen Enzyms zu sein, sie scheint sich vielmehr auf die Reaktions- 
weise sowohl von Dipeptidase wie von Amino-polypeptidase mit Sub- 














Ernst Waldschmidt-Leitz u. Lorenz Keller, Bd. 309 (1957) 





straten von bestimmter Struktur, z. B. solchen mit amino-endstiandigen 
Leucin, zu beziehen; denn sie trifft, wie aus Tab. 1 ersichtlich, nicht nur 
fiir Leucyl-, sondern auch fiir Histidylpeptide®, nach einer anderen in 
der Literatur verzeichneten Beobachtung® auch fiir Peptide mit amino- 
endstandigem Tryptophan zu, ist also nicht fiir Leucylpeptide spezifisch. 

Als gemeinsame Ursache fiir die Aktivierbarkeit der Spaltung dieser 
drei Kategorien von Substraten durch Amino-peptidasen lieBe sich dic 
Vorstellung heranziehen, daB die Anlagerung der Peptidasen, welche 
wie man annimmt, an der freien Aminogruppe der Substrate erfolgt, ir 
diesen Fallen durch eine gleichzeitig durch Vermittlung des Metallatoms 
eintretende Chelatbildung unter Beteiligung des Kohlenwasserstoffrestes 
begiinstigt und damit die Reaktionsgeschwindigkeit gesteigert wiirde ; 
denn unter den in Betracht kommenden Aminosaureresten sind nur die 
des Leucins, des Histidins und des Tryptophans, nicht aber z. B. der des 
Isoleucins, dadurch ausgezeichnet, dafs eine solehe Chelatbildung durch 
Reaktion mit dem Stickstoffatom der Aminogruppe einerseits und mit 
einer aktivierten CH-Gruppe des Kohlenwasserstoffrestes andererseits 
(der der Verzweigungsstelle im Leucin, der einer Doppelbildung benach- 
barten im heterocyclischen Ring des Histidins oder Tryptophans) zur 
Ausbildung eines Fiinferringes fiihren kénnte. Diese Vorstellung, fiir 
welche anderweitige experimentelle Belege noch nicht gegeben sind, ist 
aber nur als ein Versuch zur gemeinsamen Deutung des Verhaltens der 
drei Kategorien von Peptidasesubstraten zu bewerten. 


Beschreibung der Versuche 


Trennung von Dipeptidase und Amino-polypeptidase aus Pan- 
kreas 

Als Ausgangsmaterial fiir die Reinigung und Trennung des pankreatischen 
Peptidasengemischs diente ein aus dem mit Aceton und Ather entfetteten und 
getrockneten Driisenpulver mit 10 Tln. 87-proz. Glycerin bereiteter Auszug; er 
enthielt in 5,0 ccm 0,476 Er.-E. (Dipeptidase)!® neben 0,084 Pol.-(e.)(Amino- 
polypeptidase)", 4,243 C.-Pol.-E.(Carboxy-peptidase)! und 1,50 Tr.-(e.)(Tryp- 
sin)!*; zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat diente in allen Fallen das 
Mikroverfahren der Titration in hochprozentigem Alkohol nach Grassmann und 
Heyde*. 

Die Trennung des Enzymgemischs in Dipeptidase und Amino-polypeptidase 
einerseits und in Carboxy-peptidase und Trypsin (und Chymotrypsin) andererseits 
bewirkte man nach Waldschmidt-Leitz, Balls und Waldschmidt-Graser? 


® Siehe dazu E. L. Smith u. D. HW. Spackman, Il. c.; N.C. Davis, J. biol. 
Chemistry 228, 935 [1956]. 

10 Nach E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, diese Z. 147, 286, und 
zwar 8. 293 [1925]. 

11 Nach E. Waldschmidt-Leitz u. A. K. Balls, Ber. dtsch. chem. Ges. 63, 
1203, und zwar S. 1208 [1930]. 

12 Nach E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 
2217, und zwar S. 2220 [1929]. 

13 Nach R. Willstatter u. H. Persiel, diese Z. 142, 245, und zwar S. 249 
[1925]. 
144 W. Grassmann u. W. Heyde, diese Z. 188, 32 [1929]; 214, 185 [1933]. 
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durch Adsorption mit Tonerde Cy bei maBig saurer Reaktion, py 4,815, die Elution 
der Tonerdeadsorbate mittels glycerinhaltigen Ammoniaks; diese enthielt schon 
nach einmaliger Wiederholung der AdsorptionsmaBnahme nur noch Dipeptidase 
und Amino-polypeptidase, aber keine Carboxy-peptidase und Proteinasen mehr. 

10,0 ccm Glycerinauszug, mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt 
und mit 0,2-n. Essigsiure zu po 4,8 versetzt, wurden mit 1,0 ccm Tonerde Cy, 
(= 35,28 mg Al,0,) adsorbiert, das in der Zentrifuge abgetrennte Adsorbat wurde 
nach zweimaligem Waschen mit je 5 ccm 20-proz. Glycerin mit 6,0 cem 0,04-n. 
Ammoniak (17% Glycerin enthaltend) eluiert. Nach nochmaliger Adsorption des 
Eluats und Wiederelution des Adsorbats unter den namlichen Bedingungen 
enthielt die mit Essigsiure neutralisierte Elution in insgesamt 5,0 ccm noch 
0,0554 Er.-E. (0,25 cem, 60 Min.: 0,54 cem 0,01-n. KOH: 0,00277 Er.-E.) neben 
0,0080 Pol.-(e.)(0,25 cem, 60 Min.: 0,48 ccm 0,01-n. KOH: 0,0004 Pol.-(e.)); sie war 
frei von Carboxy-peptidase und von Proteinasen (0,25 ccm, 6 Stdn., bzw. 0,50 ccm, 
24 Stdn.: kein Aciditaétszuwachs). 

Zur Trennung von Dipeptidase und Amino-polypeptidase verfuhr man eben- 
falls nach Waldschmidt-Leitz, Balls und Waldschmidt-Graser, namlich 
durch Adsorption mittels Eisenhydroxyds!*, das durch mehrtagiges Erhitzen auf 
dem siedenden Wasserbad eine kiinstliche Alterung erfahren hatte!’; nach drei- 
maliger Vornahme der Adsorption enthielt die Adsorptionsrestlésung nur noch 
Amino-polypeptidase, die mit sek. Phosphat gewonnene Elution die Dipeptidase 
frei von Amino-polypeptidase. 

5,0 ccm Tonerdeelution, mit 0,2-n. Essigsiure bis py 4,8 versetzt, adsorbierte 
man dreimal nacheinander mit je 1,0 ccm einer Suspension von Eisenhydroxyd 
(entspr. 12,6 mg Fe,0,) und bewirkte die Elution der Dipeptidase aus dem ersten 
Adsorbat nach dem Waschen mit 5 ccm 20-proz. Glycerin durch 3,0 ccm 1-proz. 
Na, HPO, (20% Glycerin enth.); in 5,0 cem der neutralisierten Elution fanden sich 
0,033 Er.-E. (0,25 com, 60 Min.: 0,33 ccm 0,01-n. KOH: 0,00165 Er.-E.), jedoch 
keine Polypeptidase mehr (0,25 ccm, 60 Min.: kein Aciditatszuwachs), wahrend die 
Restlésung nach dreimaliger Adsorption die Amino-polypeptidase frei von Di- 
peptidase enthielt (0,25 ccm, 60 Min., Leucyl-diglycin: 0,30 ccm 0,01-n. KOH: 
(,00025 Pol.-(e.); 0,25 cem, 60 Min., Leucyl-glycin: kein Aciditétszuwachs). 

Spezifitat von Dipeptidase und Amino-polypeptidase und Akti- 
vierbarkeit durch Metallionen. 

Die enzymatische Spaltbarkeit von Substraten mit amino-endstandigem 
Leucin wird bekanntlich!* durch eine Reihe von Metallionen aktiviert; da, wie in 
Tab. 2 belegt wird, unter den von uns vergleichend gepriiften Metallionen, Mangan-, 
Kobalt-, Magnesium- und Zinkionen, die Manganionen den starksten Aktivierungs- 
effekt zeigen, haben wir uns in dieser Untersuchung darauf beschrankt, den Ein- 
fluB von Manganion auf die Geschwindigkeit der Spaltung verschiedener Substrate 
zu priifen. 

Wie wir in besonderen Versuchen festgestellt haben, ist es fiir die Erzielung 
eines Aktivierungseffekts erforderlich, das Mangansalz vor der Alkalisierung mit 
Lauge dem Ansatz zuzusetzen, da andernfalls infolge der Abscheidung unléslichen 
Hydroxyds keine Aktivierung beobachtet wird; eine Abhangigkeit des Aktivie- 
rungseffekts von der Einwirkungszeit des Mangans auf die Enzymlésung war dabei 
nicht zu bemerken. 

15 Es empfiehlt sich nicht, wie friher beschrieben (E. Waldschmidt- 
Leitz u. A. Purr, 1. c.!2), das starker saure Milieu von py 4,0 anzuwenden, da 
bei dieser Reaktion schon eine merkliche Inaktivierung der Amino-polypeptidase 
eintritt (vgl. G.Agren, Acta physiol. scand. 9, 248 [1945]). 

16 |. c.2, und zwar S. 961. 

17 Nach R. Willstatter, H. Kraut u. W. Fremery, Ber. dtsch. chem. Ges. 
57, 1498 [1924]; E. Abderhalden u. P. Greif, Fermentforschung 15, 311 [1937]. 

18 Siehe dazu M. J. Johnson, G. H. Johnson u. W. H. Peterson, l.c.; 
J. Berger u. M. J. Johnson, J. biol. Chemistry 130, 641, 655 [1939]; 188, 157 
[1940]; O. Schales u. R. M. Roux, ebenda 182, 569 [1950]. 
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Tab. 2. Aktivierende Wirkung von Metallionen. 


(Ansatz: 0,50 ccm 0,09-m. pi-Leucyl-glycin + 0,25 cem Glycerinauszug (1:1 mit 


Wasser verdiinnt) + 0,15 ccm 0,l-n. NaOH + 0,60cem H,O, bzw. 0,0025-m. 
Metallsalzlésung, Gesamtvolumen 1,50 ccm; py 7,8; 20 Min., 30°). 














Zusatz ( come eg Spaltung (%) | & (monomol.) 
Ohne 0,75 16,6 0,0119 
Mangan(II)-Salz .... 1,20 26,7 0,0202 
Kobalt(II)-Salz.... . 1,14 25,3 0,0190 
Magnesiumsalz . ... . 0,96 21,3 0,0156 
ae ee 0,75 16,6 0,0119 





Tab. 3. Spaltbarkeit von Substraten durch Glycerinauszug und Aktivierbarkeit 

durch Mangan. 

(Ansatz: 0,50 cem 0,09-m. Substratlésung + 0,25 ccm Glycerinauszug (1:1 mit 

Wasser verdiinnt), mit 0,1-n. NaOH und Wasser, bzw. 0,15 ccm 0,01-m. MnSO, zu 
1,50 cem Gesamtvolumen versetzt; pH 7,8; 30°). 

















; Acid.-Zuw. orAae 
Substrat omg (cem 0,01-n.) Spaltung (%) 
"| ohne | mit Mn| ohne | mit Mn 

Dipeptide: 
Giyoyl-piyom -........4.454% 180 0,60 0,60 13,3 13,3 
puL-Alanyl-glycin ......... 60 0,30 0,30 6,7 6,7 
puL-Valyl-glycin.-. ........ 60 0,39 0,39 8,7 8,7 
pL-Asparagyl-glycin ....... 180 0,39 0,39 8,7 8,7 
pL-Leucyl-giycin ......... 20 0,75 1,20 16,6 26,7 
pL-Leucyl-L-asparaginséure. . . . . 60 0,60 0,84 13,3 18,6 
pL-Leucyl-L-tyrosin. ....... 20 0,72 1,20 16,0 26,7 
pL-Leucyl-L-glutaminséure. ... . 20 0,72 1,14 16,0 25,3 
pL-Leucyl-pL-phenylalanin : 20 0,69 1,17 15,3 26,0 
Glycyl-pt-leucin ......... 30 0,66 0,66 14,6 14,6 
Glycyl-pt-phenylalanin ..... . 30 0,63 0,63 14,0 14,0 
pu-Isoleucyl-glycin'. . ...... 60 0,54 0,54 12,0 12,0 
L-Histidyl-glycin® ........ 60 0,48 0,93 15,4 30,0 
Tripeptide: 
Glycyl-glycyl-glycin. . 2. 2... 120 0,30 0,30 6,6 6,6 
Glycyl-pL-leucyl-glycin ...... 30 0,66 0,69 14,6 15,3 
pL-Leucyl-glycyl-glycin . ..... 20 0,84 1,29 18,6 28,7 
pui-Leucyl-glycyl-L-leucin .... . 20 0,87 1,35 19,3 30.0 
pL-Leucyl-glycyl-L-tyrosin . . . . . 20 0,75 1,20 16,6 26,7 
DL-Leucyl-glycyl-L-asparaginsaure 20 0,51 0,81 11,3 18,0 
Aminosaureamide: 
pL-Valingmid) ©. 56.0. 180 0,33 0,33 7,3 7,3 
pu-Leucinamid .......... 20 0,45 0,69 10,0 16,0 
pui-Isoleucinamid ......... 180 0,54 0,54 12,0 12,0 
Glycyl-pL-leucinamid» ...... 60 0,33 0,54 7,2 12,0 


19 Bezogen auf jeweils 1 Peptidbindung. 


2) 0,062-molar. 








21 Die papierchromatographische Untersuchung der Spaltprodukte ergab, 
da zunachst die Bindung zwischen dem Glykokoll- und dem Leucinrest und erst 


in weitem Abstand von dieser die Saureamidbindung gespalten wurde. 
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In den Tab. 3—5 ist die Manganaktivierbarkeit der Spaltung einer gréBSeren 
Anzahl von Di- und Tripeptiden sowie von Aminoséureamiden durch Glycerin- 
auszug, durch Tonerdeelution (Dipeptidase + Aminopolypeptidase) sowie durch 
Kisenhydroxydelution (Dipeptidase) wiedergegeben. 


Tab. 4. Spaltbarkeit von Substraten durch Tonerdeelution und Aktivierbarkeit 


durch Mangan. 


(Ansatz: 0,50 com 0,09-m. Substratlésung + 0,25 ccm Tonerdeelution, mit 0,1-n. 
NaOH und Wasser, bzw. 0,15 cem 0,01-m. MnSO, zu 1,50 cem Gesamtvolumen 


versetzt; pH 7,8; 30°). 








, Acid.-Zuw. ‘ 
Substrat boa (ccm 0,01-n.) Spaltang (7%) 
“| ohne | mit Mn] ohne | mit Mn 

Dipeptide: 

Glycyl-glycin. . . .. 2... 2.6. 180 0,54 0,54 12,0 12,0 
pi-Alanyl-glycin . ........ 60 0,30 0,33 6,6 1,3 
pi-Valyl-glycin. ......... 60 0,24 0,24 5,3 5,3 
pL-Asparagyl-glycin ....... 180 0,12 0,12 2,6 2,6 
pi-Leucyl-glycin ......... 60 0,54 1,23 12,0 27,3 
Glycyl-pu-phenylalanin ...... 60 0,24 0,27 5,3 6,0 
L-Histidyl-glycin® ........ 120 0,42 1,11 13,5 35,7 
Tripeptide: 

Glycyl-glyeyl-glycin. . . . 2... 120 0,30 0,30 6,7 6,7 
Glycyl-pt-leucyl-glycin . . ... . 60 0,27 0,57 6,0 12,6 
pi-Leucyl-glycyl-glycin ...... 60 0,48 1,71 10,6 37,9 
Aminosaureamide: 

pi-Valinamid .......... 180 0,30 0,30 6,7 6,7 
pL-Leucinamid .......... 60 0,18 0,57 4,0 12,6 
pL-Isoleucinamid ......... 180 0,18 0,18 4,0 4,0 
Glycyl-pL-leucinamid . ...... 120 0,18 0,33 4,0 7,3 

















Tab. 5. Spaltbarkeit von Substraten durch Eisenhydroxydelution und Aktivier- 


barkeit durch Mangan. 


(Ansatz: 0,50 com 0,09-m. Substratlésung + 0,25 ccm Eisenhydroxydelution, mit 
0,l-n. NaOH und Wasser, bzw. 0,15 ccm 0,01-m.MnSO, zu 1,50 ccm Gesamt- 
volumen versetzt; pH 7,8; 30°). 

















; Acid.-Zuw. . 19 
Substrat _ (ccm 0,01-n.) Spaltung (%)"° 
“| ohne | mit Mn] ohne | mit Mn 
Dipeptide: 
Givicvierivera: Pi be a ee 180 0,27 0,27 6,0 6,0 
pL-Alanyl-glycin ......... 120 0,18 0,18 4,0 4,0 
pu-Valyl-glycin. ......... 120 0,21 0,21 4,7 4,7 
pL-Leucyl-glycin ......... 60 0,33 0,54 7,3 12,0 
pL-Leucyl-L-asparaginsiure. . . . . 60 | 0,21 0,33 4,7 7,3 
Tripeptid: 
pL-Leucyl-glycyl-glycin . ..... 60 0,00 0,00 0 0 
Aminosaureamid : 
pL-Leucinamid .......... 60 0,00 0,00 0 0 
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Eine relative Abnahme der Dipeptidasewirkung gegeniiber Glycyl-glycin 
sowie Alanyl-glycin als Substrat haben wir, wie wir hier nicht besonders belegen, 
wiederholt bei der Alterung von Glycerinausziigen beobachtet, wahrend hierbei die 
Wirksamkeit gegeniiber Leucyl-glycin unverindert blieb**. Diese Erscheinung ist 
indessen nicht auf das Vorhandensein eines besonderen, Leucylpeptide spaltenden 
Enzyms, sondern auf die Ausbildung von Hemmungsstoffen wahrend der Alterung 
zuriickzufiihren, deren Wirkung vorwiegend gegeniiber den erstgenannten Pep- 
tiden sich geltend macht’; denn durch eine einfache MaBnahme, die Klarung 
der gealterten Ausziige mittels Tierkohle, lassen sich diese hemmenden Stoffe 
entfernen, das urspriingliche Verhaltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten von 
Leucyl-glycin einerseits und von den beiden anderen Peptiden ancererseits sich 
wiederherstellen. Die letztere steigt dabei z. B. auf den zwei- bis vierfachen Wert, 
wahrend die Spaltungsgeschwindigkeit des Leucyl-glycins unverandert bleibt. 


Affinitatsmessungen 


Mit Riicksicht auf die verhaltnismaBig geringe Léoslichkeit des Leucyl- 
glycins haben wir fiir den Vergleich der Affinitaten gegeniiber Leucyl- und anderen 


Tab. 6. Substratkonzentration und Anfangsgeschwindigkeit gegeniiber DL-Valyl- 
glycin und pi-Leucyl-L-asparaginsiure mit Glycerinauszug. 
(Gesamtvolumen des Ansatzes 1,50 cem, 0,0039 Er.-E., Mn-Konzentration 0,001-m. ; 
pu 7,8; 2 Stdn. (Valyl-glycin), bzw. 1 Stde (Leucyl-asparaginsaure); 30°). 








Substratkonz. Aciditatszuwachs (ccm 0,01-n.) 
mol. pL-Valyl-glycin DL-Leucyl-L-asparaginsaure 
0,015 0,22 0,12 
0,03. 0,26 0,18 
0,06 0,40 0,24 
0,12 0,65 0,33 
0,18 — 0,47 
0,24 0,92 an 
0,27 — 0,75 
0,36 0,95 1,00 
0,48 0,95 1,00 








Tab. 7. Substratkonzentration und Anfangsgeschwindigkeit gegeniiber p1-Valyl- 
glycin und pt-Leucyl-L-asparaginsiure mit Tonerdeelution. 
(Reaktionsbedingungen wie in Tab. 6, jedoch angewandt 0,00093 Er.-E.). 








Substratkonz. Aciditatszuwachs (ccm 0,01-n.) 
mol. pi-Valyl-glycin | pL-Leucyl-L-asparaginsaure 
0,015 0,20 0,11 
0,03 0,25 0,16 
0,06 0,42 0,22 
0,12 0,60 0,32 
0,18 — 0,45 
0,24 0,85 — 
0,27 _ 0,76 
0,36 0,90 0,95 
0,48 0,90 0,95 








22 Vgl. dazu die unter ! zitierten Arbeiten. 
23 Vgl. dazu die Beobachtungen von W. Grassmann u. L. Klenk, diese 
Z. 185, 26 [1930]. 
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Tab. 8. Substratkonzentration und Anfangsgeschwindigkeit gegeniiber pi-Valyl- 
glycin und pu-Leucyl-L-asparaginsaure mit Eisenhydroxydelution. 
(Reaktionsbedingungen wie in Tab. 6, jedoch angewandt 0,00055 Er.-E.). 








Substratkonz. Aciditatszuwachs (ccm 0,01-n.) 
mol. pL-Valyl-glycin pL-Leucy]-L-asparaginsaure 
0,015 0,06 0,03 
0,03 0,09 0,07 
0,06 0,18 0,14 
0,12 0,47 0,20 
0,18 — 0,33 
0,24 0,57 ~- 
0,27 — 0,50 
0,36 0,65 0,60 
0,48 0,65 0,60 








Peptiden als Substrate fiir die Affinitétsmessungen einerseits Leucyl-asparagin- 
siure, andererseits Valyl-glycin gewahlt. Die Abhangigkeit der Anfangsgeschwin- 
digkeit von der Substratkonzentration gegeniiber den beiden Substraten, welche 
in den Tab. 6—8 belegt wird, haben wir unter Aktivierung durch Manganion sowohl 
mit Glycerinauszug wie mit der durch Tonerdeadsorption und mit der weiterhin 
durch Adsorption an Eisenhydroxyd gereinigten Dipeptidase ermittelt: Es er- 
rechnet sich daraus ein fiir alle drei Reinheitsgrade nahezu iibereinstimmendes 
Verhaltnis der Kyz-Werte. Es sei weiter angefiihrt, aber nicht eigens belegt, da 
auch der Vergleich der ohne Aktivierung durch Mangan gegeniiber Leucyl-aspa- 
raginsiure bzw. Glycyl-glycin ermittelten Affinitatskonstanten in den verschie- 
denen Reinheitsgraden ein zwar numerisch abweichendes, aber nach der Reinigung 
unverandertes Verhaltnis der Ku-Werte ergab. 

Trennung von Dipeptidase und Amino-polypeptidase in ge- 
reinigten Praparaten aus Schweineniere 

Als Ausgangsmaterial diente ein nach den Angaben von Spackman, Smith 
und Brown* durch fraktionierte Fallung mit Ammoniumsulfat aus dem waBrigen 
Auszug von mittels Alkohols, Acetons und Athers behandelten und getrockneten 
Schweinenieren gereinigtes Priparat von ,,Leucyl-aminopeptidase‘‘. Nach 24-stdg. 
Dialyse der gewonnenen Ammoniumsulfatfallung gegen dest. Wasser wurden 


Tab. 9. Spezifitat von gereinigtem Praparat aus Schweineniere nach Adsorption 
mit Eisenhydroxyd; Aktivierbarkeit durch Manganion. 
(Ansatz: 0,50 cem Enzymlésung + 0,50 ccm 0,09-m. Substrat + 0,50 ccm H,O, 
bzw. 0,15 ccm 0,02-m. MnSO, + 0,35 cem H,O; py 7,8, 30°). 








Adsorptionsrestlésung Elution 
ee Zeit | Acid.-Zuw.| Spaltung | Zeit | Acid.-Zuw. Spaltung 
Substrat Min. | ccm 0,01-n. % Min. | ccm 0,01-n. % if 
ohne |mit Mn] ohne |mit Mn ohne |mit Mn] ohne |mit Mn 
Gly-gly 180 | 0,00] 0,00 0 0 60 | 0,30} 0,30 6,7 6,7 
Ala-gly 60 | 0,00] 0,00 0 0 60 | 0,45] 0,45 | 10,0] 10,0 
Leu-gly 60 | 0,00} 0,00 0 0 30 |.0,36 | 0,99 8,0} 22,0 
Gly-gly-gly 120 | 0,42] 0,42 | 9,3 9,3 | 120 | 0,00 | 0,00 0 0 
Leu-gly-gly 30 | 0,36] 0,99 | 8,0 | 22,0 60 | 0,00 | 0,00 0 0 
Leu-amid 60 | 0,42] 1,23 | 9,3 | 27,3 60 | 0,00} 0,00 0 0 
































4 1,¢. 6. 
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20cem des Dialysats (0,25ccm Dialysat + 0,50 ccm 0,09-m. Substratlésung 
+ 0,75 cem H,O, 20 Min., 30°, pH 7,8: 0,54 ccm 0,01-n. KOH entspr. 12,0% 
Spaltung (Leucyl-glycin), bzw. 0,36 ccm entspr. 8,0% Spaltung (Leucyl-diglycin)) 
dreimal nacheinander mit je 3,0 cem Eisenhydroxyd (entspr. je 37,8 mg Fe,O,) bei 
pu 4,5 adsorbiert; das erste Adsorbat wurde fiir sich allein mit 5,0 ccm 1-proz. 
Na,HPO, eluiert. Die Spezifitat der erhaltenen Adsorptionsrestlésung einerseits 
(erh. 21 cem), der Eisenhydroxydelution andererseits (erh. 6,0 cem) wurde gegen- 
iiber einer Reihe von Substraten mit und ohne Aktivierung durch Manganion 
gepriift, wobei sich, wie Tab. 9 zeigt, die erstere als frei von Dipeptidase, die letztere 
als frei von Polypeptidase erwies. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie dem Fonds der 
Chemischen Industrie danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten 
Mittel. 


Zusammenfassung 


Durch Versuche der praiparativen Trennung sowie durch Affinitats- 
messungen wird der Nachweis gefiihrt, daB die in der Literatur in Pan- 
kreas und anderen tierischen Organen vielfach angenommene Leucyl- 
peptidase kein selbstaindiges Enzym darstellt, sondern aus einem 
Gemisch von Dipeptidase und Polypeptidase besteht. 


Summary 


It has been shown by means of preparative separation and affinity 
measurements that the leucylpeptidase assumed to be present in pancreas 
and other animal organs is not an independent enzyme but is a mixture 
of dipeptidase and polypeptidase. 
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Eine spektrophotometrische Methode fiir die Bestimmung 
der Bakterien-Hyaluronidase 
Von 
Helmut Greiling 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin 
Direktor: Professor Dr. Dr. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1957) 


Hyaluronsaure wird von Bakterien-Hyaluronidase fast quantitativ 
zu einem Disaccharid abgebaut, welches als 4.5-ungesattigtes Uronid: 
3-0-[B- D - A34-Glucoseen-pyranosy] - uronsaure ]-2-acetamino - D - glucose 
erkannt wurde. Das Enzym wurde in Staphylokokken, Streptokokken, 
Pneumokokken und Clostridium welchii gefunden. Der Angriff der Bak- 
terien-Hyaluronidase erfolgt wahrscheinlich vom Kettenende unter Ab- 
spaltung von Disaccharid-Molekiilen?. Der Abbau der Hyaluronsiure 
durch Testes-Hyaluronidase erfolgt dagegen nach einem anderen Mecha- 
nismus, wobei ein Tetrasaccharid neben anderen Oligosacchariden als 
indprodukt erscheint?. 

Zur Bestimmung der Bakterien-Hyaluronidase werden die gleichen 
Methoden verwandt wie fiir die Bestimmung von Testes-Hyaluronidase. 
Diese erlauben es nicht, die Bakterien-Hyaluronidase von der Testes- 
Hyaluronidase zu unterscheiden. Auch konnten mit ihnen bis jetzt keine 
kinetischen Untersuchungen iiber den Abbau der Hyaluronsiure durch- 
gefiihrt werden. 

Die folgende spektrophotometrische Methode ist spezifisch fiir die 
Bestimmung der Bakterien-Hyaluronidase und erméglicht die Durch- 
fiihrung kinetischer Messungen. 


Prinzip der Methode 


Bei der Spaltung von Hyaluronsiure durch Bakterien-Hyaluroni- 
dase tritt im Ultraviolett bei 230 my eine Absorption auf, deren Zu- 
nahme gemessen wird. Dasselbe Maximum hat auch das obengenannte 
Disaccharid, das als Endprodukt der enzymatischen Hydrolyse ent- 
steht!. 


A. Linker, K. Meyeru. Ph. Hoffmann, J. biol. Chemistry 219, 13 [1956]. 
E. Schiitte u. H. Greiling, diese Z. 302, 55 [1955]. 

B. Weismann, K. Meyer, Ph. Sampson u. A. Linker, J. biol. Che- 
mistry 208, 17 [1954]. 
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Wir fanden, daB auch die Oligosaccharide, die im Verlauf der Spal- 
tung entstehen, ein Absorptionsmaximum bei 230 my besitzen. Sie 
k6nnen deshalb auf dem Papierchromatogramm im durchscheinenden 
UV-Licht (z. B. mit der Mineral-Lampe) als dunkle Flecke sichtbar ge- 
macht werden. Das Absorptionsspektrum der Hyaluronsiure vor und 
nach der fermentativen Spaltung durch Bakterien-Hyaluronidase zeigt 
Abb. 1. 
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= 06 Abb. 1. Absorptionsspektrum von Hyal- 
uronséure (0,1 mg/ml) in Phosphatpuffer 
\ q px 7 (Kurvel) und nach Einwirkung von 
02 .% oe 10 » Bakterienhyaluronidase (Kurve II). 
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Versuchsanordnung 


Substrat: Kaliumhyaluronat, isoliert aus Nabelschniiren?. 

Gef. N 3,20 Glucosamin 42,0 Glucuronsadure 44,1 

Ber. N 3,36 Glucosamin 42,91 Glucuronsiure 46,5 

Die Hyaluronsiurelésung wird vor der letzten Fallung mit der Servall-Zentri- 
fuge bei 16000 g abzentrifugiert. Die Hyaluronsiurelésung ist wasserklar. 

Ferment: Hyaluronidase aus Staphylococcus aureus.* 

Die Versuche werden bei 30° und 230 my im Spektrophotometer (ZeiB-Opton) 
durchgefiihrt. Zu diesem Zwecke wird zum Photometer eine Temperaturkiivette 
konstruiert. 

In die Quarzkiivette (10 mm Schichtdicke) geben wir folgende Lésungen: 

1. 2,0 ml einer Lésung von 150 mg Kaliumhyaluronat in 100 ml m/15-Phos- 
phatpuffer pu 6,4 nach SGrensen, 2. 0,9 mi 0,15-m. NaCl, 3. 0,1 ml Bakterien- 
hyaluronidaselésung. 


Ergebnisse 


Die pu-Abhangigkeitskurve der Bakterien-Hyaluronidase zeigt. 
spektrophotometrisch bestimmt (Abb. 2), ein Optimum bei px 6,4. Wir 
fiihren deshalb unsere Aktivititsmessungen bei diesem px durch. 

Die Abhangigkeit von der Proteinkonzentration zeigt Abb. 3, die- 
jenige von der Substratkonzentration Abb. 4. 

Die Michaelis-Konstanten (K,,,), berechnet nach der Methode von 
Lineweaver und Burk‘, betragt fiir Staphylokokken-Hyaluronidase 

* Wir danken der Firma Organon Inc., Oss., Holland, fiir die freundliche 


Uberlassung des Praparates. 
4H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 
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{ ” YY Abb. 4. Abhangigkeit von der Substrat- 

on) = F if) konzentration bei der spektrophotometri- 
tte mde schen Hyaluronidase-Bestimmung. Ka- 

7, liumhyaluronat: Vers. I: 1,0 mg/ml; Vers. 
on : J [4 II: 0,38 mg/ml; Versuch III: 0,1 mg/ml; 
Os- al 7 pu 6,4; 40 y Ferment je m/l, gemessen 
Ppn- + ae 

Iil_ bei 230 mu. 
Lo 
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Min faa 
Bt, Aktivitatsbestimmung: Als eine Hyaluronidase-Einheit be- 
- zeichnen wir die Enzymmenge, die bei 30° und 230 mz und 100 sec. die 
Extinktion um 0,1 erhéht. (Bezogen auf 1 ml und die 10-mm-Kiivette). 
oil Die spezif. Aktivitat des Fermentes berechnen wir fiir den 3 m/-Ansatz 
nach 
on 
00-3 

se = = E/mg 





t [sec. ]- mg (Enzymprotein) 


Das verwendete Hyaluronidasepraparat hat eine spezif. Aktivitat 
von 27,0 E/mg. 
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Diskussion 


Die Bestimmung der Bakterien-Hyaluronidase erfolgte bisher haupt- 
sichlich nach zwei Methoden: 1. Viscosimetrisch, indem die Abnahme 
der Viscositét der Hyaluronsiure bestimmt wurde, und 2. turbidime- 
trisch, indem die Abnahme der Triibung einer sauren Lésung von Albu- 
min und Hyaluronsiure gemessen wurde. Beide Methoden benétigen 
hochpolymere Hyaluronséure. Hyaluronsiurepriparate verschiedenen 
Polymerisationsgrades geben verschiedene Resultate. Eine Standardi- 
sierung war deshalb nicht méglich. Unsere Methode dagegen ist unab- 
hangig vom Polymerisationsgrad der Hyaluronsiure. Hyaluronsiure- 
Praparate verschiedenen Polymerisationsgrades ergaben gleiche K »»- 
Werte. 

Obwohl der Abbau der Hyaluronsiure mit Testes-Hyaluronidase nach 
einem anderen Mechanismus erfolgt als mit Bakterien-Hyaluronidase. 
kann mit der viscosimetrischen und turbidimetrischen Methode nicht 
zwischen den beiden Hyaluronidasen unterschieden werden. Die be- 
schriebene Methode ist dagegen spezifisch fiir die Bestimmung der 
Bakterien-Hyaluronidase. Sie kann umgekehrt auch zur Bestimmung von 
Hyaluronsaure benutzt werden, wenn die Eigenabsorption der zu unter- 
suchenden Loésung gering ist. 


Zusammenfassung 


Die beschriebene spektrophotometrische Methode zur spezifischen 
Bestimmung von Bakterien-Hyaluronidase erméglicht die Durchfiihrung 
kinetischer Messungen. Die Michaelis-Konstante fiir Staphylokokken- 
Hyaluronidase betrigt K,, = 1,1-10-1 g/100 mi. 


Summary 


A spectrophotometric method is described which is specific for the 
determination of bacterial hyaluronidase and is suitable for use in 
kinetic investigations. The method has been employed for the deter- 
mination of the Michaelis constant of staphylococcal hyaluronidase for 
which a value of 1.1-10-1 g/100 ml is obtained. 
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Versuche zur Isolierung des Kallikrein-Inaktivators, I 
Von 
Heinrich Kraut und Ruth Koérbel-Enkhardt 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juli 1957) 


Es ist eine Besonderheit des Kallikreins, daB dieses Hormon im 
Blut nur zu einem geringen Teil in freier Form vorkommt, in der Haupt- 
sache aber gebunden an eine Substanz, die seine physiologische Wirksam- 
keit aufhebt, ohne das Kallikrein zu zerstéren. Bei Bedarf kann der 
K6rper das Kallikrein aus der inaktiven Verbindung freimachen, z. B. 
durch geringe pu-Verschiebungen nach der sauren Seite. Das Gleich- 
gewicht der Reaktion zwischen Kallikrein, seinem Inaktivator und der 
inaktiven Verbindung ist naimlich sehr pq-abhingig. Zwischen px 7,5 
und 8,5 liegt das Gleichgewicht auf der Seite der inaktiven Verbindung. 
Mit zunehmender H-Ionenkonzentration wird es nach der Seite der 
freien Komponenten verschoben, bis bei px 4,5 tiberhaupt keine In- 
aktivierung mehr nachweisbar ist. 

Ein Inaktivator des Kallikreins wurde zuerst im Serum nach- 
gewiesen!. Spiter zeigte sich, daB die Lymph- und Ohrspeicheldrisen 
von Rindern groBe Mengen von Kallikrein-Inaktivator enthalten*. Ins- 
besondere die Ohrspeicheldriisen sind ein ergiebiges Ausgangsmaterial 
fiir seine Darstellung. Man kann sie mit Aceton und Ather trocknen und 
den Inaktivator aus dem Trockenpulver mit /50-Essigsdure extra- 
hieren. Die bisher reinsten Praparate wurden aus solchen Extrakten 
durch Fallung mit der 6-fachen Menge Athanol gewonnen. Das beste 
enthielt 6 y organischer Substanz je Inaktivatoreinheit. Die Inaktivator- 
einheit (I. E.) ist diejenige Menge Inaktivator, die unter optimalen Be- 
dingungen gerade eine Kallikreineinheit (1 K.E.) zu inaktivieren vermag. 
Die Auswertung erfolgt ausschlieBlich im Tierversuch durch Beobachtung 
der Carotisdruckkurve nach intravenéser Injektion, am besten am 
Hund, bei reineren Praparaten auch am Kaninchen. 

Zwischen dem Inaktivator aus Serum und dem aus Lymph- und 
Ohrspeicheldriisen von Rindern zeigte sich ein charakteristischer Unter- 
schied im Verhalten gegen Saéuren und gegen Erwirmen. Der Driisen- 
inaktivator vertrug mehrstiindiges Aufbewahren bei pu 2, der Serum- 
inaktivator verlor schon bei pu 4,7 in 4 Stdn. seine gesamte Wirksam- 

1H. Kraut, E. K. Frey u. E. Bauer, diese Z. 175, 97 [1928]. 
2 H. Kraut, E. K. Frey u. E. Werle, diese Z. 192, 1 [1930]. 
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keit, ebenso beim Aufkochen. Der Driiseninaktivator dagegen war bei 
pu 4 gegen 25 Min. langes Kochen unempfindlich. Immerhin erschien 
auch der Driiseninaktivator als eine labile und darum schwer zu reini- 
gende Substanz. | at 

Wir waren daher iiberrascht festzustellen, daB nach dem Ent- © 
eiweiBen von essigsauren Extrakten aus getrockneten Ohrspeicheldriisen 
von Rindern mit Trichloressigsiure sich der Inaktivator noch unver- 
andert in der sauren Lésung befand, und daf die EiweiBfallung sogar 
ohne Wirksamkeitsverlust durch kurzes Aufkochen vervollstandigt 
werden konnte. Allerdings kann man aus den trichloressigsauren L6- 
sungen den Inaktivator nicht mehr mit Alkohol ausfallen. Man muB erst 
die Trichloressigsiure nach Konzentrieren der Lésungen mit Ather 
extrahieren. Dann laBt sich der Inaktivator durch die 10-fache Menge 
Athanol ausfallen und mit Ather trocknen. Bevor man die Trichloressig- 
siiure entfernt, kann man noch begleitende Purine bei schwach alka- 
lischer Reaktion durch Zufiigen derselben Menge Alkohol ausfallen. Der 
Reinheitsgrad des Inaktivators in den getrockneten Niederschlagen 
betrigt 10—15 y I.E., was aber auf den hohen Salzgehalt der Praparate 
zurickzufiihren ist. Lést man die Priparate in Wasser, behandelt sie mit 
Kationen- uad Anionenaustauschern und fallt sie wieder mit Alkohol, 
so vermindert sich das Trockengewicht je | I.E. auf 2—3 y. Die Aus- 
beute betragt von der Driise bis zu dieser Stufe der Reinigung 70—90% 















































Darstellung des Inaktivators aus Rinderohrspeicheldriisen 


Die Parotisdriisen von Rindern werden von dem anhaftenden Fett befreit und 
dann durch Behandlung mit Aceton und Ather in Trockenpraparate iberfihrt. 
10g der getrockneten Ohrspeicheldriisen werden mit 200 ml n/50-Essigséure 
16 Stdn. bei Zimmertemperatur geschiittelt. In 180 mi der filtrierten Extraktions- 
lésung sind etwa 10000 Einheiten des Kallikrein-Inaktivators enthalten. Diese 
Lésung wird mit 20 ml 25-proz. Trichloressigsiure versetzt und 30 Min. bei Zimmer- 
temperatur belassen. Nach Abtrennung des unwirksamen Niederschlages wird 
kurz auf 100° erhitzt, abgekiihlt und nochmals zentrifugiert. Die klare Lésung \ 
wird mit der gleichen Menge Alkohol versetzt und mit Ammoniak auf py 8 ge- ; 
bracht, wobei sich allmahlich ein kristallinischer Niederschlag von Purinen aus- 


scheidet. Nach 16-stdg. Stehenlassen wird er abfiltriert und verworfen, das Filtrat I 
mit Essigsiure auf py 6 eingestellt und i. Vak. bei 45° auf 20 mi eingeengt. Sie I 
werden im Fliissigkeitsextraktor zur Entfernung der Trichloressigsiure 8 Stdn. , 
mit Ather extrahiert. Aus der waBr. Lésung wird der Inaktivator vollstandig S 
durch Zugabe der 10-fachen Menge Alkohol bei py 8 gefallt. Nach 16 Stdn. wird I 
der Niederschlag abzentrifugiert und mit Ather getrocknet (Ausb. ungefahr 0,2 g). h 
Zur Entsalzung wird 1 g eines Sammelpraparates in 50 ml Wasser gelést und n 
durch Kunstharzaustauscher von Salzen und einem Teil der organischen Begleit- | 
stoffe befreit. Die Lésung wird zuerst durch eine Siule von Lewatit KSB (1 em I 
Durchmesser, 30cm Hohe, aufgeladen mit 2,5-proz. Salzsiure) von Kationen I 
‘ 


befreit, dann durch eine ebensolche Saule von Lewatit M I (aufgeladen mit 2,5-proz. 
Natronlauge) geschickt. Die nunmehr neutrale Inaktivatorlésung wird durch 
Seitz-Klarschichtfilter von Austauscherresten befreit, i. Vak. auf 40 bis 50 ml ein- 
geengt, und sodann der Inaktivator mit der 10-fachen Alkoholmenge fast quanti- 
tativ in den Niederschlag gebracht. Es wird wiederum mit Ather getrocknet. Die | 
Ausbeute liegt bei 90 mg Treckenpulver, die etwa 30000 Inaktivatoreinheiten 
enthalten. 
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Trotz des gegeniiber den friiheren Darstellungen wesentlich ver- 
besserten Reinheitsgrades erwiesen sich unsere Praparate bei elektro- 
phoretischer Untersuchung als nicht einheitlich. Bei pu 8,5 (0,1-m. 
Veronalnatrium-Puffer) wurde im Apparat ,,Elphor H‘‘ nach Grass- 
mann und Hannig® eine Trennung in drei Komponenten erzielt, die 
sich mit Amidoschwarz und mit Ninhydrin anfarben lieBen (siehe Abb. 1). 


@ 0 to) 





ith 
JInaktivator 





Abb. 1. Papierelektrophoresestreifen, angefarbt mit Amidoschwarz 10 B. 
Auftragstelle bei 0. 
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Abb. 2. Kontinuierliche Papierelektrophorese. Auftragstelle in linker Halfte (Anode). 
Anfarbung mit Ninhydrin. 


Die anodisch wandernde Komponente enthielt keine Inaktivatorwirkung. 
In einem nur wenig nach der Kathode gewanderten, durch Amido- 
schwarz sehr dunkel angefirbten Streifen war etwas Inaktivator. Die 
Hauptmenge befand sich in einem breiten, nur wenig anfarbbaren Ge- 
biet naher an der Kathode. Bei der praparativen Papierelektrophorese 
nach Grassmann quer zum Fliissigkeitsstrom konnten die Inaktivator- 
praparate ebenfalls in drei Komponenten aufgeteilt werden (Abb. 2). 
Hierzu verwendeten wir Chromatographiepapier von Schleicher & 
Schiill Nr. 2043a sowie 0,01-m. Natriumacetat-Puffer von px 8,5. Die 
Fraktion, die den Inaktivator enthielt, konnte nur nach starkem Kon- 
zentrieren mit Alkohol gefillt werden, wihrend die beiden anderen 
leicht mit Alkohol zu fallen waren. 


3 W. Grassmann u. K. Hannig, Naturwissenschaften 37, 496 [1950]. 
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Vergleich mit dem Inaktivator des Rinderserums 


Die eingangs geschilderten Unterschiede im Verhalten der Inakti- 
vatoren aus Ohrspeicheldriisen und aus Serum sind so groB, daB die 
Vermutung aufkommen konnte, der erstere sei eine niedrigmolekulare. 
der letztere eine hochmolekulare Substanz. Wir konnten nachweisen, 


daB alle Unterschiede verschwinden, wenn man die Inaktivatoren beider 


Ursprungsorte dem oben geschilderten Reinigungsverfahren unterwirft. 
Anfangs schien dem die grofe Saiureempfindlichkeit des Seruminakti- 
vators entgegenzustehen. Aber es stellte sich heraus, dafZ durch den 


Saurezusatz keine Zerst6rung des Inaktivators im Serum, sondern nur 


eine Adsorption an den ausfallenden EiweiBniederschlag eintritt. Es 
gentigt, das Serum mit Wasser auf das 5-fache zu verdiinnen, um den 
Seruminaktivator ebenso bestindig gegen Saiurezusatz und gegen Er- 
warmen zu machen, wie es der Inaktivator aus Rinderparotis ist. 

Schon nach dem Verdiinnen des Serums auf das 2- bis 3-fache lieB 
sich eine EnteiweiBung mit 2,5-proz. Trichloressigsiure ohne Inakti- 
vatorverlust vornehmen. Bei der weiteren Durchf*hrung des neuen Ver- 
fahrens war die Ausbeute mit 75°, gut, der Reinheitsgrad allerdings 
wesentlich schlechter, nimlich 80 y je I.E. nach der ersten Alkohol- 
fallung. Eine Entsalzung durch Ionenaustauscher wurde nicht durch- 
gefiihrt. 

Wenn auch die Identitat der beiden Inaktivatoren damit noch nicht 
bewiesen ist, so sind doch die bisherigen Griinde fiir die Annahme einer 
Verschiedenheit hinfallig, denn sie konnten auf die verschiedenen Bei- 
mengungen zuriickgefiihrt werden. 


Zusammenfassung 


Der Inaktivator des Kallikreins kann aus der mit Aceton und 
Ather getrockneten Parotis von Rindern mit guter Ausbeute und hohem 
Reinheitsgrad dargestellt werden. Das Trockenpulver wird mit /50- 
Essigsaure extrahiert, Proteine werden mit Trichloressigséiure, Purine 
mit Alkohol gefallt, und nach Eindampfen die Trichloressigsiure mit 
Ather extrahiert. Salze und organische Begleitstoffe kénnen durch 
lonenaustauscher entfernt werden. Der Inaktivator wird aus der kon- 
zentrierten Lésung durch Alkohol gefallt. Etwa 2 y Substanz entsprechen 
einer Inaktivatoreinheit. 

Die Praparate werden durch Elektrophorese in drei mit Amido- 
schwarz anfairbbare Komponenten getrennt, von denen die am weitesten 
kathodisch gewanderte den Inaktivator enthialt. 

Der Inaktivator kann nach demselben Verfahren aus Rinderserum 
dargestellt werden, wenn man das Serum vorher verdiinnt und dadurch 
eine Adsorption des Inaktivators an den EiweifBniederschlag verhindert. 
Solche Praparate aus Serum unterscheiden sich im Verhalten bei pu- 
Verainderungen und bei Erwirmen nicht mehr vom Inaktivator aus 
Rinderparotis. 
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Summary 


The kallikrein inactivator can be obtained in good yield and with a 
high degree of purity from bovine parotid gland dried with acetone and 
ether. The dried powder is extracted with N/50 acetic acid, the proteins 
precipitated with trichloracetic acid, the purines with alcohol, and the 
trichloracetic acid is removed with ether after evaporation. Salts and 
organic impurities are removed by means of ion exchangers. The in- 
activator is precipitated from the concentrated solution with alcohol. 
Approximately 2 substance correspond to 1 inactivator unit. The 
preparations are separated by electrophoresis into three components 
which can be stained with Amido Black. The component which migrates 
farthest towards the cathode contains the inactivator. The inactivator 
can be prepared from bovine serum by the same process if the serum is 
previously diluted to prevent adsorption of the inactivator on the 
protein precipitate. Preparations obtained from serum in this manner 
are stable to acids and heat like inactivator from bovine parotid gland. 











Versuche zur Isolierung des Kallikreins, I]! 
Darstellung einer Kallikrein-Zink-Verbindung 
Von 
Heinrich Kraut und Wilhelm Kérbel 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie, Dortmund 

(Der Schriftleitung zugegangen 20, Juli 1957) 


Zur Darstellung von Kallikreinpriparaten kann man zwei Aus- 
gangsmaterialien verwenden: menschlichen Harn, der in 5 cem durch- 
schnittlich eine Kallikreineinheit (1 K.E.) enthalt, und Schweine- 
pankreas, in dem sich meist 40—60000 K.E. je kg der frischen Driise 
finden. Die daraus gewonnenen Priiparate unterscheiden sich grund- 
siitzlich durch ihre Haltbarkeit. Priiparate aus Harn kénnen in Lésung 
monate- oder jahrelang ohne Wirksamkeitsverlust aufbewahrt werden, 
wahrend Praparate aus Pankreas nur in Form von Trockenpulver haltbar 
sind. Dieser Unterschied verschwindet aber mit fortschreitender Reini- 
gung. Wie wir in der II. Mitteilung! zeigten, ist das Kallikrein im Harn 
von einem schiitzenden Stoff begleitet. Entfernt man den gréBten Teil 
der Begleitstoffe, z. B. durch Fallung des Kallikreins mit 75-proz. Alko- 
hol, so wird das wiederaufgeléste Kallikrein in kurzer Zeit zerstort. Da- 
mit entfallt der Vorteil, den die Darstellung aus Harn fiir die Isolierung 
des Kallikreins zu haben schien. Wenn beide Ausgangsmaterialien zu 
Produkten derselben Zersetzlichkeit fiihren, ist es giinstiger, vom 
Pankreas auszugehen, in dessen Extrakten das Kallikrein in hoéherer 
Konzentration enthalten ist. 

Wir versuchten daher, die Erfahrungen bei der Isolierung des 
Kallikreins aus Harn auf diejenige aus Pankreas zu iibertragen. Zur 
Darstellung aus Harn ist von der Adsorption an Aluminiumhydroxyd oder 
Bleiphosphat und von der Fiallung des Kallikreins mit Schwermetall- 
salzen, z. B. Uranylacetat, 6fters Gebrauch gemacht worden. Kraut, 
Frey und Werle?, die das Kallikrein zum erstenmal im Pankreas nach- 
wiesen, berichteten schon tiber Versuche, das Kallikrein in Pankreas- 
extrakten durch Uranylacetat auszufillen, iibrigens mit der ganz guten 
Ausbeute von 60%, aber nur mit dem Reinheitsgrad von 1,6 mg Trocken- 
substanz je K.E. 

Beim Durchpriifen einer Reihe von Fallungsmitteln schien uns 
Zinkacetat zur Isolierung von Kallikrein besonders geeignet, das sowohl 
zur Darstellung aus Harn? als auch aus Pankreas* schon Verwendung 

1 [J. Mitteil.: H. Kraut u. W. Koérbel, diese Z. 309, 77 [1957]. 

2 Diese Z. 189, 97 [1930]. 

3 F. Bischoff u. A. H. Elliot, J. biol. Chemistry 109, 419 [1935]. 

4 Dtsch. Bundes-Pat. 910580 K1 30h; Chem. Zbl. 125, 8170 [1954]. 
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gefunden hatte. Bei niherer Untersuchung fanden wir aber, daB Zink- 
acetat nur bei Anwesenheit von Phosphat das Kallikrein bindet, also 
vermutlich durch Adsorption an Zinkphosphat. Bei lingerem Stehen- 
lassen in neutraler Losung kann auch nach Bildung von Zinkcarbonat 
eine Adsorption von Kallikrein erfolgen. Immer muB aber die Bildung 
eines schwer léslichen Zinksalzes vorangehen. Wenn wir die Phosphate 
durch Ionenaustauscher aus waBrigen Extrakten von frischem, im 
Fleischwolf zerkleinertem Schweinepankreas (3 bis 5/ Wasser auf 1 kg 
Pankreas) entfernten, so erzeugte zwar Zinkacetat noch einen geringen 
Niederschlag, aber er enthielt nur sehr wenig Kallikrein. Das Verfahren 
empfiehlt sich also zur Entfernung unwirksamer Begleitstoffe. Die Ver- 
wendung von Ionenaustauschern zur Beseitigung der Phosphate aus den 
Frischdriisenausziigen ist aber praktisch kaum durchfiihrbar, da die auf- 
tretenden Triibungen in der Zentrifuge kaum zu klaren sind. Wir ver- 
suchten daher eine Vorreinigung durch Fallung mit Alkohol einzu- 
schalten, wobei wir nach den Erfahrungen der vorhergehenden Mit- 
teilung Alkoholkonzentrationen von nicht mehr als 30° verwendeten, 
um das Kallikrein nicht irreversibel zu denaturieren. Durch diesen 
Alkoholzusatz fallt neben viel Eiweif auch schon die Hauptmenge der 
Phosphate mit Ausnahme einiger nicht stérender Phospholipoide, 
wahrend 90% des Kallikreins in der 30-proz. alkoholischen Lésung ver- 
bleiben. Als wir nun zu der alkoholischen Restlésung Zinkacetat zu- 
setzten, fiel das gesamte Kallikrein mit dem sich rasch zusammen- 
ballenden Niederschlag. Diese Kombination von Alkoholfallung und 
nachfolgender Zinkacetatfallung erwies sich als ein brauchbares Dar- 
stellungsverfahren von Kallikrein aus Pankreasextrakten. 

Zur Freilegung und zur Umwandlung der Vorstufe Kallikreinogen 
in das aktive Kallikrein® ist es zweckmaBig, die zerkleinerten Driisen 
durchzufrieren, am anderen Tag aufzutauen und mit Wasser zu extra- 
hieren. Die nur roh geklarten Lésungen sind fiir die Fallung der Begleit- 
stoffe durch 30-proz. Alkohol geeignet. 

Die anschlieBende Fallung des Kallikreins mit Zinkacetat in 30- 
proz. alkoholischer Lésung ist auf den engen pu-Bereich von 5 bis 6 
beschriinkt. In starker saurer oder in alkalischer Losung fallt kein 
Kallikrein aus. Zinkacetat ist bei px 5 bis 6 in 30-proz. Alkohol in den 
angewandten Konzentrationen leicht léslich. Es handelt sich also nicht 
um eine unspezifische Adsorption des Kallikreins an ausfallendes Zink- 
salz. Auch Kallikreinpriparate, die nur noch 5 bis 10 y organischer 
Substanz je K.E. enthalten, geben unter denselben Bedingungen voll- 
stindige Fallungen des Kallikreins. Wir nehmen daher an, daf das 
Kallikrein selbst ein in Wasser gut, in verdiinntem Alkohol relativ 
schwer losliches Zinksalz bildet. 

Enthalten die Kallikreinlésungen gréBere Mengen einwertiger Ka- 
tionen, z. B. 1 bis2°% Natriumchlorid, so ist die Fallung von Kallikrein als 

5 KE. Werle u. K. Urhahn, Biochem. Z. 304, 387 [1940];] E. Werle, ebenda 
290, 129 [1937]. 
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Zinksalz nicht mehr vollstandig. So fanden sich bei dem Versuch einer 
wiederholten Zinksalzfaillung aus der Losung des ersten Zinknieder- 
schlages in physiologischer Kochsalzlésung nur 10°, des Kallikreins in 
dem verhaltnismaBig geringen Niederschlag. Uberhaupt ist die Zink- 
salzfaillung in physiologischer Kochsalzl6sung wesentlich leichter als in 
reinem Wasser léslich. Eine Extraktion des Kallikreins aus dem Pankreas 
durch Salzlésung ist deshalb zu vermeiden. 

Leider lat sich das Zinksalz nicht als Trockenpulver isolieren. Es 
ist nach dem Trocknen, und zwar sowohl nach Gefriertrocknung als auch 
nach Ausfallen mit héheren Alkoholkonzentrationen und Trocknen mit 
Ather nicht mehr vollstandig wasserléslich und nach dem Lésen in ver- 
diinnten Saéuren oder Alkalien unwirksam. Entfernt man aber das Zink, 
so lassen sich nach beiden Verfahren wirksame Trockenpulver gewinnen. 
Zur Entfernung des Zinks eignet sich die Behandlung mit Kationen- 
austauschern, z. B. Lewatit KSB. Diese miissen aber vorher mit Natrium- 
ionen aufgeladen werden, da sonst die entstehende saure Reaktion das 
Kallikrein zerstort. 

Daraus ergibt sich folgende Vorschrift fiir die Darstellung des 
Kallikreins: 

1 kg frisches Schweinepankreas wird ohne Entfernung anhaftenden Fettes 
durch den Fleischwolf gedreht und iiber Nacht bei —5’ im Kaltebad gehalten. 
Nach dem Auftauen wird mit 3/ Wasser vermischt, griindlich verrihrt, iiber 
Passiersieb und Glaswolle filtriert und in einer Durchlaufzentrifuge weitgehend 
geklart. Die opaleszierende Lésung von rund 3,5/ wird mit 2,51 96-proz. Alkohol 
von —5: versetzt und iiber Nacht im Kaltebad von —5’ aufbewahrt. Der ent- 
standene Niederschlag wird in der Zentrifuge abgetrennt. Zu der klaren alkohol. 
Lésung werden 50g Zinkacetat gegeben, die in 100 m/ Wasser gelést und mit 
100 m/ Alkohol versetzt sind. Nach 4stdg. Aufbewahren in der Kalte wird der 
Niederschlag abgetrennt, in 1000 m/ dest. Wasser aufgeschlammt und mit Essig- 
siure auf py 6,1 gebracht. Der Zink-Niederschlag lést sich um so leichter, je besser 
das Fett bei der ersten Filtration des waBr. Extraktes von der Glaswolle zuriick- 
gehalten wurde. Niederschlige, die langer als 24 Stdn. unter Alkohol standen, 
sind schlechter léslich als frisch gefallte. Auch diese Niederschlige kénnen ohne 
Riickstand in Lésung gebracht werden, wenn eine Spatelspitze Natriumcitrat zu- 
gegeben wird, wobei die schwach alkalische Reaktion von geringerer Bedeutung 
sein diirfte als die Bildung von Citratkomplexen des Zinks. Die biologische Wirk- 
samkeit ist bei Citratzusatz unverandert. Auch dies ist ein Zeichen dafiir, daB 
Schwermetalle zur biologischen Wirkung von Kallikrein nicht nétig sind. 

Nach Zentrifugieren finden sich im Riickstand noch etwa 1000 K.E., die erst 
auf Zusatz von Natriumchlorid in Lésung zu bringen sind, fiir die Weiterverarbei- 
tung aber nicht verwertet werden. Zum Austausch des Zinks gegen Natrium wird 
die waBr. Lésung loffelweise mit feuchtem Kationenaustauscher Lewatit KSB ver- 
setzt, der vorher durch Behandlung mit 2-proz. Kochsalzlésung mit Natrium auf- 
geladen war. Im allgemeinen geniigen 20 bis 40 m/ des feuchten Austauschers zu 
volliger Entfernung des Zinks. Das Kallikrein wird mit der vierfachen Alkohol- 
menge in der Kalte gefallt, nach 1 Stde. abzentrifugiert und mit Alkohol und Ather 
getrocknet. In fiinf Versuchen lag die Ausbeute zwischen 40000 und 60000 K.E. 
je kg Frischdriise und der Reinheitsgrad schwankte zwischen 60 und 100 y je K.E. 

Bei mehr als 20 Versuchen, in denen die Reihenfolge der Fallungen und die 
Konzentrationen gegeniiber der obigen Vorschrift variiert waren, lagen die Aus- 
beuten niedriger und zwar zum Teil erheblich. Die Reinheitsgrade waren von der 
gleichen GréBenordnung, doch war die Haltbarkeit geringer, so daB die geringere 
Ausbeute wahrscheinlich auf Zerstérung von Kallikrein zuriickzufiihren ist. 
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Es ist zweckmabig, die Fallung mit Zink zu wiederholen, wozu man 
die Lésungen des mit Zinkacetat entstandenen Niederschlages in Wasser 
von px 6,1 direkt verwenden kann. Man versetzt sie in der Kilte mit der 
halben Menge Alkohol und gibt zur Vervollsténdigung der Fallung noch 
etwa 1/,) der bei der ersten Fallung verwendeten Menge an Zinkacetat, 
gelést in 30-proz. Alkohol dazu. Der Niederschlag wird nach dem Auf- 
bewahren tiber Nacht im Kaltebad von —5° zentrifugiert, in Wasser 
gelést und das Kallikrein entweder durch Gefriertrocknung oder, wie 
oben. geschildert, durch Fallung mit der 4fachen Menge Alkohol in der 
Kalte gewonnen. Die Ausbeute der zweiten Zinkfaillung betrug 70 bis 
90% der ersten Fallung, der Reinheitsgrad schwankte zwischen 20 und 
40 y Trockensubstanz je K.E. 

Das Verfahren der Zinksalzfallung fiihrt also in wenigen Schritten 
und mit guter Ausbeute zu Praparaten, die als geeignetes Ausgangs- 
material fiir die weitere Untersuchung erscheinen. Leider aber haben 
diese Kallikreinpraiparate ebenso wie die durch Alkoholfallung aus Harn 
dargestellten Praparate den Nachteil, daB sie in Lésung rasch zerstort 
werden, z. B. verlor eine Loésung, die 100 K.E. vom Reinheitsgrad 
20 y/K.E. in 1 mi enthielt, in zwei Tagen 80% ihrer Wirksamkeit. Man 
kann die Praparate daher nur in Form von Trockenpraparaten auf- 
bewahren, die sich bisher tiber viele Monate als bestiindig erwiesen haben. 


Zusammenfassu ng 


1. Praparate von Kallikrein aus Harn sind bei niedrigen Reinheits- 
graden wesentlich bestandiger als Praparate aus Pankreas. Dieser Unter- 
schied verschwindet mit fortschreitender Reinigung. Zur Isolierung des 
Kallikreins ist es daher zweckmaBiger, von den konzentrierteren Pan- 
kreaspriparaten auszugehen. 

2. In phosphatfreien Kallikreinlésungen erzeugt Zinkacetat keine 
Fallung von Kallikrein, wohl aber, wenn diese Lésungen 30% Athanol 
enthalten. 

3. Die Fallung tritt sowohl mit Pankreasextrakten als auch mit 
Praparaten von 5 bis 10 y Trockensubstanz je K.E. ein. Es handelt sich 
also um ein in 30-proz. Athanol schwer lésliches Zinksalz des Kallikreins. 

4. Das Verfahren fiihrt bei wiederholter Fallung mit guter Ausbeute 
zu Praiparaten von 20 bis 40 y Trockensubstanz je K.E., die aber nur in 
Form von Trockenpraiparaten ohne Wirksamkeitsverlust aufbewahrt 
werden kénnen. 


Summary 


Urinary kallikrein preparations of low purity are much more stable 
than preparations from pancreas. This difference disappears as the 
preparations are progressively purified. It is therefore more satisfactory 
to employ preparations from pancreas, which contains much more 
kallikrein, as starting material for the isolation. Zine acetate does not 
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precipitate kallikrein from phosphate-free kallikrein solutions except 
when the solutions contain 30 per cent alcohol. Precipitation takes 
place both with pancreas extracts and preparations containing 5—10 y 
solids per kallikrein unit. The precipitate is a zinc salt of kallikrein which 
is sparingly soluble in 30 per cent alcohol. Repeated precipitation gives 
good yields of preparations with 20—40¥y solids per kallikrein unit. 
These preparations only retain their activity when kept in the form of 
dried substance. 
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Zur Bestimmung der biologischen Wertigkeit 


Der Vergleich der Wertigkeiten 
von MilcheiweiB und Roggeneiweif 


Von 


E. Kofranyi 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernaéhrungsphysiologie, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juli 1957) 


In den letzten zwei Jahrzehnten hat Lintzel eine Reihe von 
Arbeiten veréffentlicht!-*, in denen er die Anschauungen iiber die biolo- 
gische Wertigkeit der Proteine kritisch priift. Er ist der Meinung, dab 
dem animalischen EiweiB eine viel zu groBe Bedeutung beigemessen 
worden ist ; das tierische EiweiB soll fiir den Erhaltungsstoffwechsel des 
Erwachsenen eine geringere biologische Wertigkeit haben als das pflanz- 
liche EiweiB. Lintzel gibt auf Grund seiner Versuche, die er mit zahl- 
reichen Versuchspersonen durchfiihrte, Bedarfszahlen fiir das Bilanz- 
minimum, die fiir den Erhaltungsstoffwechsel des erwachsenen Men- 
schen mit einem Gewicht von 70 kg gelten; man kann daraus die Werte 
fiir Gramm Eiwei®B pro Kilogramm Korpergewicht ausrechnen (Tab. 1). 


Tab. 1. EiweiBbedarf fiir das Bilanzminimum nach W. Lintzel. 





Kartoffeln 
Reis 
Roggenbrot 
Hafer 
Weizenbrot 
Rosenkohl 
Milch . 


a 
Ki 


Gartenbohnen . 


33,8 g Eiw./Tag 
35,4 g Eiw./Tag 
36,5 g Eiw./Tag 
39,5 g Eiw./Tag 
42,2 g Eiw./Tag 
42,0 g Eiw./Tag 
46,3 g Eiw./Tag 
48,9 ¢ Kiw./Tag 
50,2 g Eiw./Tag 
60,3 g Eiw./Tag 








0,48 g Eiw./kg/Tag 
0,51 g Eiw./kg/Tag 
0,52 g Eiw./kg/Tag 
0,56 g Eiw./kg/Tag 
0,60 g Eiw./kg/Tag 
0,60 g Eiw./kg/Tag 
0,66 g Eiw./kg/Tag 
0,70 g Eiw./kg/Tag 
0,72 g Eiw./kg/Tag 
0,86 g Eiw./kg/Tag 


) Es ist erstaunlich, daB Milch, Fleisch und Ei weit hinter Kartoffeln 
und Cerealien rangieren. Dies liege daran, daB Lysin fiir den Erhaltungs- 
stoffwechsel eine viel geringere Bedeutung habe als Glutaminsaure (die 





1 W. Lintzel u. W. Bertram, Biochem. Z. 297, 270 [1938]; W. Lintzel 


y u. J. Rechenberger, ebenda 304, 214 [1940]; W. Lintzel, ebenda 308, 413 


[1941]. 


2 W. Lintzel u. J. Rechenberger, Dtsch. Z. Verdauungs- u. Stoffwechsel- 


| krankh. 12, 31 [1951]. 
3 W. Lintzel, Dtsch. med. Wschr. 80, 1048 [1955]. 
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bisher als nicht-essentielle Aminosaiure betrachtet wurde). Nur fiir den 
Aufbaustoffwechsel sowie fiir den Regenerationsstoffwechsel sei Lysin 
dringend erforderlich, und darum habe hierfiir tierisches EiweiB eine 
hdhere biologische Wertigkeit als pflanzliches Eiwei8. 

Lintzel gewinnt seine Bilanzminimum-Zahlen aus Versuchen mit 
einer ganz neuartigen Technik, die er ,,Bilanzversuche mit unabhangiger 
Versuchsperiode“ nennt?. In einem einzelnen Versuch wird nach 3 ein- 
leitenden eiweiBarmen Kartoffel-Gemiise-Tagen waihrend 6 Tagen ent- 
weder die eiweiBfreie Stirke-Zucker-Fett-Kost oder die zu prifende 
EiweiBnahrung verwendet. Fir Zufuhr von Vitaminen und Mineral- 
stoffen wird gesorgt. Die tagliche Ausscheidung von Harn und Kot wird 
analysiert. 

Gegen so kurz dauernde Bilanzversuche mu man schwerste Bedenken er- 
heben. Es ist unglaubhaft, daB der Organismus sich mit einer bestimmten Kost 
binnen 6 Tagen ins Gleichgewicht setzt. Immerhin sind die Befunde Lintzels so 
sensationell, daB wir sie durch langfristige Ernahrungsversuche iiberpriifen wollten. 

Lintzel hat gegen die bisherigen Methoden der Bilanzversuche 
folgende Einwinde erhoben: 

1. Die Versuchspersonen wurden zu fettreich ernaihrt. Er gibt bloB 
40—70g Fett pro Tag. 

Diese leicht zu befriedigende Forderung wurde von uns erfiillt. 


2. Die Versuchspersonen kamen im Laufe des Versuchs leicht in den 
Bereich eines EiweiBdefizits. Dieses beeinflu8t die nachfolgende Ver- 
suchsperiode, da der Organismus das verloren gegangene Eiweif wieder 
aufzubauen bestrebt ist. Fiir den Regenerationsstoffwechsel aber gelten 
andere Gesetze als fir fiir den Erhaltungsstoffwechsel. 

Auch dieses experimentelle Manko ist leicht zu vermeiden: Es 
wurden die einzelnen Versuchsabschnitte durch Perioden mit eiweiB- 
reicher Ernahrung getrennt. 

Gegen Lintzels Versuche mu8 man vor allem zwei Einwande er- 
heben: 

1. Eine Versuchsdauer von 6 oder 9 Tagen ist unzulassig kurz. Wir 
verwendeten 56 bzw. 62 Tage. 

2. Es ist grundsitzlich falsch, eine N-Bilanz bei fallendem Ko6rper- 
gewicht aufzustellen, weil der K6rper erfahrungsgemaB Eiwei8 zur 
Kaloriengewinnung verbrennt?‘. 

Nach den Angaben von Lintzel? iiber einen Bilanzversuch mit Magermilch 
kann man aus der Menge der in seiner Tab. 1 angegebenen Nahrungsmittel die 
tigliche Kalorienmenge berechnen. Sie betrigt fiir die Vorperiode etwa 1800 kcal, 
fiir die Magermilchperiode etwa 2400 kcal, also sicher zu wenig fiir einen erwachsenen 
Mann von 69 kg. . 

Bei unserem Versuch sahen wir streng darauf, da wahrend der 
Bilanzperioden das Ko6rpergewicht langsam anstieg. Dazu waren 3000 


4K. Lang u. O. F. Ranke, Stoffwechsel und Ernihrung S. 116, Springer- 
Verlag, Heidelberg 1950. 








Bd. 309 (1957) — Biologische Wertigkeit von Nahrungsproteinen, III 255 


bis 3360 kcal im Tag notig. Eine Diaét mit so hohem Kaloriengehalt bei 
minimalen EiweiBgaben zu finden, macht erhebliche Schwierigkeiten. 
Da man mit Fett nicht iiber 70 g gehen soll, mit Zucker praktisch nicht 
viel iiber 200 g gehen kann, muB eine groBe Menge Starke (Mondamin) 
gegessen werden. Ungekocht ist sie kaum verdaulich, gekocht gibt sie 
ein groBes Volumen von Stirkebrei, den durch viele Wochen zu essen die 
Versuchsperson auf eine harte Probe stellt. Da die Vorversuche schon 
im Mai 1956 begannen, der Hauptversuch erst Ende Marz 1957 abschloB, 
muBte iiber 10 Monate mit einer ungewohnlichen Diat gelebt werden. 


Methodisches 


I. Ernahrung 


Als Versuchsperson stellte sich der Verfasser zur Verfiigung (E. K.), Alter 
48 Jahre, KérpergréBe 169 cm, Kérpergewicht zu Beginn des Versuches 75,4 kg. 
Er war taglich 8 Stdn. als Chemiker tatig; nach Feierabend wurde oft leichte 
Gartenarbeit verrichtet. E. K. wurde in der Versuchskiiche des M.P.I. verpflegt. 

Es wurden drei Ernihrungsperioden durchgefiihrt. In der Periode A wurde 
das Milcheiwei8 getestet. Diese Periode dauerte 56 Tage. Vor Beginn der nachsten 
Periode konnte sich E. K. 15 Tage frei ernihren (Weihnachtsferien). Die Versuchs- 
periode B, die das Roggeneiweif betraf, dauerte 62 Tage. AnschlieBend gab es 
cinen Zeitraum von 12 Tagen, in dem sich E. K. frei ernihren konnte. Es folgte dic 
relativ kurze Ernihrungsperiode C von 14 Tagen, in der die Stickstoffausscheidung 
bei eiweiBfreier Kost ermittelt wurde (absolutes N-Minimum). 

Den Ernihrungsplan fiir die Versuchsperiode A zeigt Tab. 2. Der Fehlstick- 
stoff der Nahrung (also derjenige, der nicht aus dem Milchpulver stammte) betrug 
im Mittel 0,274 g im Tag. Davon waren 0,136 g aus dem Stiirkemehl, 0,016 g aus 
dem Johannisbeergelee, 0,028 g aus dem Agar-Agar, 0,041 g aus der Butter, 
(0,007 g aus den Vitaminpriparaten und 0,046 g aus Acidophilus Zyma. Wir gaben 
nimlich, um den Vitamin- und Mineralstoffbedarf zu decken, tiiglich 3 Dragees 
Combionta der Firma Merck, Darmstadt, mit 11 Vitaminen und 11] Mineralstoffen. 
Uberdies bekam die Versuchsperson tiglich 1 g primires Kaliumphosphat. Calcium- 
gaben waren nicht notwendig; das Milchpulver geniigte, um eine leicht positive 
Ca-Bilanz zu bewirken. Um die Darmflora zu erhalten, wurden tiiglich 1 g Acido- 
philus Zyma der Firma Zyma — Blaes — A.G., Miinchen, verabreicht, das 0,046 g 
N enthiclt. 

Da die Ernihrung auBerordentlich ballastarm war, gaben wir mit dem Stirke- 
hrei 12 g reines Cellulosepulver und 15 g Agar-Agar, um einen geregelten Stuhlgang 
zu erreichen. 

Zur Herstellung des Milchbreies wurden folgende Zutaten verbraucht: 140 g 
Vollmilchpulver, 205 g Malzzucker, 310 g Stiirkemehl, 45 g Butter, 12 g Cellulose- 
pulver, 15g Agar-Agar. Die Butter wurde zuerst zerlassen und der Topfboden 
damit benetzt, dann etwa 1,51 Wasser lauwarm erwirmt, die vorgeschriebene 
Milchpulvermenge darin glattgeriihrt und diese Milch zum Kochen gebracht. 
Agar-Agar, Cellulosepulver und Stiirkemehl (Mondamin) wurden trocken vermengt 
und mit 0,5 bis 0,751 Wasser schnell glattgeriihrt, diese Aufschlammung unter 
lebhaftem Riibren in die kochende Milch gegossen und 1 bis 2 Min. unter Riihren 
quellen gelassen. Erst dann wurde der Zucker hinzugefiigt. Der Brei wurde der 
Versuchsperson hei? oder kalt mit Johannisbeergelee gereicht. 

Im Abschnitt III der Ernihrungsperiode A wurden tiiglich 10,6 g Mono- 
natriumglutaminat, das sind 0,798 g N, zugelegt. Das entspricht 11° des Milch- 
pulver-Stickstoffs. 

Auch der Ernihrungsplan fiir die Versuchsperiode B ist aus Tab. 2 zu ersehen. 
Aus Roggenmehl Type 1150 mit einem Ausmahlungsgrad von 80°, wurden von 
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einem vertrauenswirdigen Bicker> zweimal wéchentlich die etwa 1,6 kg schweren 
Versuchsbrote mit Sauerteigfiihrung ohne jeglichen Zusatz (auBer Kochsalz) 
gebacken. Die Rinde wurde von den Brotscheiben entfernt, so daB die Versuchs- 
person nur die Krume zum Verzehr bekam. 

Im Mittel der vier Versuchsabschnitte gab es pro Tag 0,074 g Fehlstickstofi 
(d. h. Stickstoff, der nicht aus dem Brot stammt). Davon sind 0,029 g aus der 
Margarine, 0,037g aus dem Johannisbeergelee, 0,008 g aus den Vitaminpraparaten 
In diesem Abschnitt wurden tiiglich 3 Dragees Combionta, 2 g Kaliumchlorid, 4 ¢ 
prim. Calciumphosphat, 3 Tabletten Calcium-D-Redoxon der Firma Hoffmann.- 
La-Roche, Grenzach (Baden) sowie ein Teeléffel Lebertran gegeben. Ballast- 
stoffe wurden nicht hinzugefiigt, da das Brot geniigend Rohfaser enthilt. 

Im Abschnitt VII, Periode B, wurden 1,34 g Broteiweib-Stickstoff (das sind 
150 g Brot) durch ebensoviele Gramm Mononatrium-glutaminat-Stickstoff (ent- 
sprechend 20 g Mononatriumglutaminat) ersetzt. 

Den Ernahrungsplan der Versuchsperiode C zeigt wieder Tab. 2. Der Stirke- 
brei fiir diese Versuchsperiode wurde wie der Milchbrei fiir die Versuchsperiode A 
bereitet, nur, daB das Milchpulver weggelassen wurde. Diese Versuchsperiode sollte 
méglichst eiweiBfrei sein, sie enthielt nur den geringen Betrag von 0,174 g N; das 
gibe mit 6,25 multipliziert 1,09 g Eiwei8 pro Tag. Die Zulagen (3 Dragees Com- 
bionta, 3 Tabletten Ca-D-Redoxon, 1 Tablette Betaxin mit 5 mg Vitamin B,, 15 ¢ 
Agar-Agar und 12 g Cellulosepulver) enthielten zusammen im Mittel 0,039 g N. 
Der wahre EiweifBgehalt der aufgenommenen Nahrung betrug also nur 0,844 ¢ 
Protein pro Tag. 


II. Analyse 


Ein Viertel der jeweils aufgenommenen Nahrung wurde abgesondert und 
alle 7 Tage analysiert. Auch von 7 Tagen gesammelter Kot wurde analysiert. Um 
die Ergebnisse der Bilanzversuche schneller iiberblicken zu kénnen, wurde mit der 
Harnanalyse nicht 7 Tage gewartet, sondern halbwéchentliche Analysenabschnitte 
von abwechselnd 3 und 4Tagen gemacht. In Nahrung, Harn und Kot wurden auBer 
Stickstoff auch Phosphor und Calcium bestimmt. Die Untersuchungen wurden im 
wesentlichen nach den Angaben von Kraut und Szakall® durchgefiihrt. 


III. Bilanz 


N-Bilanz ist Stickstoff-Aufnahme minus Stickstoffabgabe. Stickstoff-Auf- 
nahme ist Nahrungs-N minus Kot-N; Stickstoffabgabe ist Harn-N und die Stick- 
stoffverluste durch Haut, Haare und Nagel. Auf Grund unverdffentlichter Ver- 
suche am hiesigen Max-Planck-Institut wurden im Gegensatz zu unseren friiheren 
Berichten der N-Verlust durch Haut, Haare und Nagel statt mit 0,1 g N mit 
0,4g N pro Tag beriicksichtigt. 

Das Bilanzminimum ist diejenige kleinste EiweiBmenge, mit der sich der 
KG6rper iiber lingere Zeit eben noch ins Gleichgewicht setzen kann. Die Stickstoff- 
Bilanzen (Abb. 1) sind in diesem Zeitraum teils schwach positiv, teils schwach 
negativ, im Mittel nahezu null. In der Periode A ist im Abschnitt IT (mit + 0,02 g N 
pro Tag) Bilanzausgleich erzielt, in der Periode B im Abschnitt VI (mit — 0,13 g N 
pro Tag). Nur diese Abschnitte mit Bilanzausgleich wurden zur Berechnung der 
biologischen Wertigkeit herangezogen. 

Die Bilanz der Periode C (eiweiBfrei) war natiirlich negativ. Die tiglichen 
N-Verluste im Harn (siehe Abb. 2) vom 8. bis 14. Versuchstag betragen 1,76 g. 
Im Kot fanden sich (im Mittel der letzten 8 Versuchstage) 0,49 g N tiaglich. Den 
Verlust durch Haut und Hornsubstanzen setzten wir mit 840 g N pro Tag an. Da 
die N-Aufnahme mit der Nahrung 0,174 g pro Tag betrug, errechnete sich die 
Bilanz im Mittel der letzten 7 Tage der Periode C zu minus 2,476 g N pro Tag. 


5 Hubert Strunck, Dortmund. 
6 H. Kraut u. A. Szakall, Arbeitsphysiologie 11, 408 [1941]. 
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IV. Berechnung der Biologischen Wertigkeit 


schen Wertigkeit verwendeten wir die von 
as’sche Formel: 


i 


io 
f=) 


Fiir die Berechnung der biolo 
Martin und Robison modifizierte Thom 











E. Kofranyi, 


Darin ist: 
: N-Bilanz im N-Minimum-Versuch (nahezu eiweiBfreie Ernihrung) 
: N-Bilanz mit dem zu testenden Protein 


: N-Zufuhr mit dem zu testenden Protein 
: Kot-N im N-Minimum-Versuch 
: Kot-N aus dem Versuch mit dem zu testenden Protein. 


a 

b 

c: N-Zufuhr im N-Minimum-Versuch (unvermeidliche Spuren) 
d 

* 


May, 


Alle GréBen dieser Formel sind aus dem Bilanzversuch bekannt und in Tab. 3 
zusammengestellt. 
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Abb. 2. Stickstoff-Ausscheidung im Harn im Eiweifhunger Versuch. Ver- 
suchsperson E. K., ----- Versuchsperson B. Pf. 


Daraus berechnet sich die biologische Wertigkeit fiir die beiden Proteine: 
BW = 33 (Milch) BW = 28 (Roggen) 
Die wahre Verdaulichkeit ergibt sich aus der Formel: 
te.) (2) 
d —c 
Sie betrigt fiir die beiden Proteine: 
WV = 96 (Milch) WV = 88 (Roggen) 
Das Produkt aus der biologischen Wertigkeit und der wahren Verdaulichkeit 
nennt Mitchel den physiologischen Nutzwert: 
BWx< WV 
~ 100 


PN (3) 
Der physiologische Nutzwert betriigt im vorliegenden Versuch fiir Milch 32 

und fiir Roggenbrot 25, d. h. man muB von Roggeneiweil} um 22?4 mehr essen als 

von MilcheiweiB, um das Bilanzminimum zu erreichen. 
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Die Zulage von Glutaminsiure hat den Bilanzwert von MilcheiweifS um 7,3°% 
verschlechtert, von Broteiweif um 1,3°% verbessert; 1,3°;, liegen aber innerhalb 
der Fehlergrenzen. 


Tab. 3. Bilanzversuch an E. K. 
Die Zahlen bedeuten g N pro Tag. [M] = Absoluter N-Minimumversuch. 
[P] = Protein-Bilanz-Versuch. 





























: ) ee | 4 |  ¢-] am | avn 
Milch- Brot- 
Milch- | Roggen- | eiweif- | Versuch | versuch 
versuch | versuch frei Glutamin-|]Glutamin- 
saure saure 
a) N-Bilanz [M] .... — 2,48 
b) N-Bilanz [P].... . + 0,02 | —0,13 + 0,02 | — 0,02 
c) N-Aufnahme [M].. . . 0,17 
d) N-Aufnahme [P] .. . 8,06 9,54 8,86 9,73 
ce) Kot-N [MJ]. ..... 0,49 
f) ANGUS TH. se 0,77 1,48 0,97 1,39 
ge) Harn-N [M] ..... 1,76 
h) Harm-N [P] ..... 6,88 | 1,49 | | 7,47 7,96 


Diskussion der Ergebnisse 


Der erste Eindruck bei Betrachtung der gefundenen Zahlen fiir die 
biologische Wertigkeit von Milch- und RoggeneiweiB ist, daB sie un- 
gewohnlich tief liegen. Um das zu verstehen, mu man sich iiberlegen, 
wie die Formel, die zu ihrer Berechnung diente, zustande kam. 

Nach Thomas gibt die biologische Wertigkeit an, wieviel Teile 
Korperstickstoff durch 100 Teile Nahrungsstickstoff ersetzt werden 
kénnen’; es ist bei ausgeglichener Bilanz der Stickstoff-Bedarf des 
Korpers (Zihler der Gleichung) biologisch gleichwertig der resorbierten 
Stickstoff-Menge (Nenner der Gleichung). 

Die resorbierte Stickstoff-Menge laBt sich mit einiger Genauigkeit 
bestimmen, aber bei der Abschaitzung des Stickstoff-Bedarfs bewegt 
inan sich auf schwankendem Boden. Die Bestimmung des Stickstoff- 
Bedarfs erfolgt in einem EiweiBhunger-Versuch, bei dem die verlorene 
N-Menge gleich dem Bedarf gesetzt wird. Sie hingt von vielen Faktoren 
ab (am stirksten von der Versuchsdauer) und bestimmt als Zahler der 
Gleichung (1) die absolute GréBe der biologischen Wertigkeit. 

In unserem Minimumversuch sank die tagliche N-Ausscheidung im 
Harn bis zum 8. Tag stark, bis zum 14. Tage langsam ab, und es ist 
anzunehmen, daB sie bei lingerer Versuchsdauer noch tiefer gesunken 
wire (s. Abb. 2). Hatten wir den Minimumversuch wie Lintzel nach 
6 Tagen abgebrochen, dann lagen unsere N-Minimumwerte bei 3,2 statt 


7 K. Thomas, Arch. Physiol. 1909, S. 238 unten. 











262 E. Kofranyi, Bd. 309 (1957) 


bei 2,48 g N/Tag. Bei Lintzel liegen sie, da seine Kost nicht so eiweib- 
arm war wie unsere, bei 4,25 g N/Tag. Setzt man die hoéheren Minimum- 
werte in Gleichung (1) ein, so liegen die Zahlen fiir die biologischen 
Wertigkeiten um ein Viertel héher als oben angegeben. Verwendet man 
die Lintzelschen Minimumwerte, so liegen die biologischen Wertig- 
keiten um etwa ein Drittel héher, fiir MilcheiweiB bei 56, fiir Roggen- 
eiweiB bei 49. 

Das von uns gefundene absolute N-Minimum liegt auffallend tief, 
was wahrscheinlich 2 Ursachen hat: 

1. Der EiweiBhunger-Versuch von 14 Tagen ist uniiblich lang. 

2. Dem Versuch gingen fast 10 Monate mit eiweiBknapper Er- 
nahrung voran, was nach Thomas® einen Einflu8 auf die Minimum- 
bestimmung hat. 

Ob der besonders tiefe Wert fiir das absolute N-Minimum aber in 
die Gleichung fiir die biologische Wertigkeit eingesetzt werden darf, ist 
sehr fraglich, denn was hier interessiert, ist die Ausscheidung an k6rper- 
eigenem Stickstoff wihrend des Testversuches (was zu bestimmen 
naturgeméB unmodglich ist). 

Unter den extremen Bedingungen des EiweiBhungers vermeidet der 
K6rper jede nicht unbedingt nétige EiweiBsynthese, z. B. den Aufbau 
von Proteasen fiir den Verdauungstrakt. So brauchte E. K. nach dem 
Ende des N-Minimumversuchs einige Tage, ehe er eine normale Er- 
nahrung klaglés vertragen konnte. Unter den Bedingungen des Test- 
versuches kann der Organismus nicht so stark Eiwei8 sparen; z. B. 
miissen im Verdauungstrakt Proteasen ausgeschiittet werden. Es gibt 
dann eine hoéhere Zahl fiir den Stickstoffbedarf des Kérpers und der 
Zihler der Gleichung (1) wird verandert ®. 

Die von uns gefundenen sehr tiefen Wertigkeiten sind also mathe- 
matische Kunstprodukte; die absoluten GréBen der biologischen Wertig- 
keiten lassen sich auf diesem Wege iiberhaupt nicht ermitteln. Es kommt 
bei unserem Versuch aber nicht auf die absolute Héhe an, sondern auf 
das Verhaltnis der biologischen Wertigkeiten von Milchprotein zu 
Roggenprotein. Setzt man das gegessene Milchprotein = 100, so liegt 
die biologische Wertigkeit des gegessenen Roggenproteins um 22% tiefer ; 
setzt man das resorbierte Milchprotein = 100, so liegt die Wertigkeit 
des resorbierten Roggenproteins um 15%, tiefer. Das stimmt gut mit 


8’ K. Thomas, Arch. Physiol. 1910, Suppl.-Band, 8. 251. 

® Von H. Kraut, H. Bramsel u. H. Wecker, Biochem. Z. 320, 422 [1950], 
ist eine Ermittlung der N-Verluste im Kot versucht worden, der nicht aus unver- 
dauten Speiseresten, sondern aus Darmsekreten und aus der Abnutzung des Darm- 
epithels herriihrt. Aus der N-Aufnahme und der N-Aussgheidung von 684 Wochen- 
bilanzen wurde dieser Wert durch ein statistisches Verfahren zu 0,81 g N berechnet. 
Er liegt fast doppelt so hoch wie der beim Eiweifhunger- -Versuch an E. K. be- 
stimmte Wert von 0,49 g N. Uber den entsprechenden N-Verlust im Harn ist 
leider nichts bekannt. Sollte er ebenfalls doppelt so groB wie im EiweiShunger- 
Versuch sein, wiirden die berechneten biologischen Wertigkeiten doppelt so hoch 
liegen. 
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neuen Arbeiten aus den USA iiberein, die an Ratten durchgefihrt 
wurden und eine ganz andere Technik verwenden: die zu priifenden 
Proteine wurden jeweils mit Vollei (= 100) verglichen. Dabei wurde die 
biologische Wertigkeit von Weizenkleber um 25% tiefer gefunden als 
die von Casein?°, 


Vergleich von vegetarischer mit gemischter Nahrung 


Interessant ist der Vergleich des eben beschriebenen Versuchs mit 
einem andern Versuch an einer 20 Jahre alten Versuchsperson (B. Pf., 
Studentin, 172 cm, 64,4kg), die mit gemischter vegetarischer Kost 
ernahrt wurde. Tab. 4 zeigt die Zusammensetzung der aus zahlreichen 
Vegetabilien gemischten Kost, die im Mittel der 8., 9. und 10. Versuchs- 
woche 64 g EiweiB enthielt. In dieser Zeit wurde Bilanzausgleich erzielt 
mit 1,0 g EiweiB pro kg Korpergewicht. 


Tab. 4. Nahrungsmitteltabelle fiir B. Pf. 
Die von B. Pf. aufgenommenen Nahrungsmittel in Gramm pro Tag und deren 
Gehalt an Eiweif, Fett, Kohlenhydraten und Kalorien. 


























Versuchswoche Mittel Versuchswoche Mittel ay 

Nahrungsmittel 14. 3. 16. 5. 25. 5. 

8 9 10 con it 18 TS iy" A 

= . - 3. 4. 56 ois > _ 5. 6. 56 I] 3 6. 56 
oo eae ae me 126 120 126 124 133 133 133 133 36 
CCE ae tee _ _ — — 42 42 42 42 -- 
Brot, Mehl, Back- 

Weren .. .« + 376 361 361 366 218 221 221 220 — 
UREN! ais su 36 36 36 36 36 36 36 36 315 
Kartoffeln . .. 229 200 229 219 171 171 171 | Wy @ | _ 
Gemilse™ . . .. 346 307 340 331 329 329 329 329 | — 
POU ee kia. i. oy 307 293 307 302 307 307 307 307 | - 
Marmelade .. . 386 86 86 86 100 100 100 100 100 
DUOKET 4: ss 71 60 71 68 162 162 162 162 185 
Getrinke .... 729 906 821 817 671 S79 550 700 710 
Kochwasser. . . 352 266 420 346 421 500 475 465 2200 
Aleuronatmehl . 24 24 24 24 - — — _ _ 
Kochsalz .. .. 4,3 2,8 4,5 3,9 4,9 5,4 4,3 5,0 3,6 
Agar-Agar ... — see — — — _— 13,5 
Cellulose .... ~ -- _ — —_ — - _ 10,8 
Combionta-Tabl. — - - — — _ 3 
Ca-D-Redoxon 

labl. Sec: se = “= - -~ — -- — -— 3 
Betaxin-Tabl. . . -- - - - — — - — z 
Ca-Phosphat . . — — - — — _— 4 
Kaliumehlorid =. — _— — - oo 27 
BiwelB sss 5 64,9 63,1 63,5 64,0 43,4 44,1 43,8 43,7 1,240 

dav. tier. EiweiB 1,05 0,99 1,05 1,03 41 77 13,77 11,61 11,72 —_ 
BOWS og: cs) a, 8) 108 104 108 107 120 120 120 120 36 
Kohlenhydrate  . 500 462 489 484 495 4938 498 497 528,6 
cca ae 3320 3120 3270 3237 3323 3339 3337 3333 2535 


























* WeiBkohl, Rotkohl, Blumenkohl, Sauerkraut, Kopfsalat, Erbsen, Bohnen, Chikoree, 
Moéhren, Tomatenmark, Essiggurken, Gewiirzgurken, Zwiebeln. 
** Apfel, Apfelmus, Apfelsinen, Waldbeeren, Bananen. 





10 E.E. Hawley, J.R.Murlin, E.S.Nasset u. T. A.Szymanski, J. 
Nutrit. 36, 153 [1948]. 
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Im zweiten Teil des Versuchs wurde ein Teil des vegetabilischen 
Proteins durch KiaseeiweiB (11,8 g) ersetzt. Es konnte in der 17., 18. 
und 19. Versuchswoche mit 43,7 g Eiweif Bilanzausgleich erzielt werden, 
d. h. mit 0,66 g EiweiB pro kg K6rpergewicht. Auch die Kost fiir diese 
Periode sowie fiir die eiweibBfreie Periode von 10 Tagen (absolutes 
N-Minimum) ist in Tab. 4 aufgezeichnet. Den Verlauf der Stickstoff- 
Ausscheidung im Harn wahrend der eiweibfreien Periode zeigt die Kurve 
in Abb. 2. 


Tab. 5. Bilanzversuch an B. Pf. 
Die Zahlen bedeuten g N pro Tag. [M] = Absoluter N-Minimumversuch (eiweiBfrei). 
[P] = Protein-Bilanz-Versuch. 








eiweiffrei vegetarisch gemischt 
a) N-Bilanz [M] ... . — 2,67 
b) N-Bilanz [P] .... + 0,09 + 0,17 
c) N-Aufnahme [M]. . . 0,20 . 
d) N-Aufnahme [P] . . 10,22 7,00 
e) Kot-N [M] ..... 0,54 
ior Tey 2. ss 1,86 1,84 


Die Ergebnisse des Versuches zeigt Tab. 5. Aus ihr lassen sich nach 
den Formeln (1), (2) und (3) die biologische Wertigkeit (B. W.), die 
wahre Verdaulichkeit (W. V.) und der physiologische Nutzwert (P. NV.) 
sowohl fiir die rein vegetarische Kost als auch fiir die Mischkost er- 
rechnen. 





| Vegetarische Kost | Mischkost 





B. W. 32 52 
PLN. 27 42 


Auch in diesem Versuch liegen die Zahlen fiir die Wertigkeiten recht 
tief, wenn auch nicht so tief wie beim Versuch E. K. Der Grund hierfiir 
ist darin zu suchen, daB das absolute N-Minimum bei B. Pf. weniger 
tief absank, denn der Minimum-Versuch wurde nach einer halbjahrigen 
Periode mit freier Ernahrung durchgefiihrt. Die absoluten GréBen der 
biologischen Wertigkeit sind wieder mathematische Kunstprodukte. Zur 
Beurteilung der wirklichen Sachverhalte sei die B. W. der gemischten 
Kost gleich 100 gesetzt; dann liegt die biologische Wertigkeit der 
gegessenen vegetarischen Nahrung um 61° tiefer, die der resorbierten 
Nahrung um 66%. 

Hier zeigt sich zwischen den beiden Kostformen eine viel gréBere 
Differenz in der Wertigkeit als im Versuch E. K., was darauf hinweist, 
daB das Protein der gemischten Gemiise- und Obstsorten viel weniger 
wertvoll ist als das BroteiweiB. 





niin: 
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Zusammenfassung 


1. Die biologische Wertigkeit von Roggenprotein liegt im lang- 
fristigen Ernahrungsversuch am Menschen um 22% tiefer als die von 
Milchprotein. 

2. Die Zulage von Glutaminsiure hat die Bilanzwerte der Nahrungs- 
proteine nicht verbessert. Beim Roggeneiwei8 war die Wertigkeit un- 
verandert, beim Milchprotein sank sie nach Zugabe von Glutaminsiure 
etwas ab. 

3. Bei Ersatz eines Fiinftels des Proteins einer rein vegetarischen 
Kost durch KaseeiweiB wurde die biologische Wertigkeit um 39°, 
vesteigert. 

Summary 


Long term nutrition experiments with human beings have shown 
that the biological value of rye protein is 22 per cent lower than that 
of milk protein. The addition of glutamic acid does not influence the 
biological value of rye protein while that of milk protein is slightly 
reduced, Substition of one fifth of the protein in a purely vegetably 
diet with cheese protein resulted in a 39% increase of the biological 
value. 











Uber die Struktur der Protamine, V2 


Uber die Beziehungen zwischen Zusammensetzung 
und Reifegrad des Clupeins 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Hugo Gudernatsch 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen, 
Labor Prof. Waldschmidt- Leitz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juli 1957) 


Unsere Kenntnisse von der Zusammensetzung des Clupeins gehen in erster 
Linie auf die grundlegenden Untersuchungen von Kossel und Mitarbeitern? 
zuriick, in welchen neben Arginin als Hauptbausteine die vier Monoaminoséuren 
Alanin, Valin, Serin und Prolin unter den Hydrolyseprodukten ermittelt wurden; 
deren quantitative Bestimmung, mit Verfahren der chromatographischen Ad- 
sorption, wurde dann spiter von Waldschmidt-Leitz und Giinther* durch- 
gefiihrt. Neben diesen ,,klassischen‘‘ Aminosaéurebausteinen sind, nach Einfiihrung 
papierchromatographischer Methoden, in Clupeinpraparaten aus der Gattung 
Clupea palasii auBerdem noch Isoleucin’, Threonin* und Glykokoll®, aus solchen 
der Gattung Clupea harengus Isoleucin und Threonin® als Bausteine aufgefunden 
worden; quantitative Analysen der Zusammensetzung sind in ersterem Falle an 
einem durch Fallung mit Metaphosphorsiure gereinigten Praparat’ und an einem 
Clupein-methylester-hydrochlorid®, in letzterem Falle ebenfalls an einem Praparat 
von Clupein-methylester-hydrochlorid® ausgefiihrt worden; sie ergaben stets eine 
verhaltnismaBig geringe Beteiligung dieser ,,accessorischen‘‘ Aminoséuren, auch 
wiesen die fir diese ermittelten Anteile, auch bei Praparaten aus der namlichen 
Heringsgattung, erhebliche Unterschiede auf. Wahrend bei Praparaten aus Clupea 
harengus in allen naher untersuchten Fallen nur Prolin als amino-endstindige 
Aminosiaure aufgefunden wurde®, bei solchen aus Clupea palasii dagegen Alanin!’, 


1 TV. Mitt.: E. Waldschmidt-Leitz u. R. Voh, diese Z. 298, 257 [1954]. 

2 A. Kossel, diese Z. 25, 165 [1898]; 26, 588 [1899]; A. Kossel u. F. Kut- 
scher, ebenda $1, 165 [1900]; A. Kossel u. H. D. Dakin, ebenda 40, 565; 41, 
407 [1904]. 

3 E. Waldschmidt-Leitz u. E. Giinther, Makromolekulare Chem. 2, 120 
[1947/48]. 

4 R.J. Block, D. Bolling, H.Gershon u. H. A. Sober, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 70, 494 [1949]. 

5 Y. Kiruda, J. Biochemistry [Tokyo] 88, 115 [1951]; T. Ando, S. Ishii, 
C. Hashimoto, M. Yamasaki u. K.Iwai, Bull. chem. Soc. Japan 25, 132 
[1952]; siehe dazu auch F.S. Scanes u. B. T. Tozer, Biochem. J. 68, 565 [1956]. 

6 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. H.M. Rauen, diese Z. 286, 67 
[1950]. 

7 R. J. Block u. Mitarbb., 1. ¢.4. 

8 Y. Kiruda, 1. ¢.5. 

® E. Waldschmidt-Leitz, K. Kihn u. Fr. Zinnert, Experientia [Basel] 
7, 183 [1951]; E. Waldschmidt-Leitzu. R. Voh, 1. c.1; K. Felix, H. M. Rauen 
u. G. H. Zimmer, diese Z. 291, 228 [1952]; siche auch K. Felix u. A. Krekels, 
ebenda 295, 107 [1953]. 
10 T, Ando u. Mitarbb., 1. c.°. 
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ist nach neueren Befunden! auch bei letzterem Prolin neben Alanin als amino- 
endstindig anzusehen; es bestehen danach offenbar Unterschiede in der Fein- 
struktur des Clupeins aus verschiedenen Heringsgattungen. 

Die Beurteilung und die Vergleichbarkeit der bisher in der Literatur 
verzeichneten und vielfach voneinander abweichenden Angaben tiber 
die Zusammensetzung von Clupeinpraiparaten, auch von solchen aus 
Heringen derselben Gattung, wird nicht nur beeintrichtigt durch den 
Umstand, daB sie Priparate verschiedener Darstellungsweise und damit 
verschiedenen Reinheitsgrades betreffen, sie wird auch erschwert durch 
die Tatsache, daB bei der Darstellung des Clupeins aus den Gonaden die 
Einheitlichkeit des Reifungszustandes der letzteren noch in keinem Falle 
beriicksichtigt worden ist; denn auf Grund alterer Untersuchungen, die 
vor allem an Lachsarten, an Rheinlachs!2 und an Columbialachs® 
durchgefiihrt worden sind, weiB man, da die Protamine in den Gonaden 
der Fische im Verlaufe ihrer Reifung tiber noch mannigfaltiger zu- 
sammengesetzte, basenirmere und hohermolekulare Proteine vom 
Typus der Histone gebildet werden. Die Zusammensetzung von Protamin- 
praparaten kann also, wenn zu ihrer Darstellung neben voll geschlechts- 
reifen Individuen auch solche in unfertigen Reifestadien verwendet 
werden, vor allem hinsichtlich der Beteiligung von Monoaminosiuren, 
aber auch der basischen Aminosiuren entstellt sein. So haben Kossel 
und Schenck" auf Grund der vorliegenden Beobachtungen am Salmin 
aus Rheinlachs und ahnlicher Befunde beim Heringsprotamin Clupein 
die Vorstellung entwickelt, daB bei der Reifung der Gonaden diese nur 
Arginin als basischen Baustein enthaltenden Mono-protamine in Form 
einer biologischen Reduktion aus histonihnlichen Proteinen als Vor- 
liufern tiber Tri-protamine (Lysin und Histidin neben Arginin ent- 
haltend) und weiter tiber Di-protamine (nur Lysin oder Histidin neben 
Arginin enthaltend) ausgebildet wiirden. 

Wir haben daher den Versuch unternommen, durch Verarbeitung 
von Heringsgonaden unter Auslese derselben nach ihrem Reifungsgrad 
an Bord der Fangschiffe bzw. durch Verarbeitung der aus den lebenden 
Tieren abgestrichenen Milch die Zusammensetzung der daraus ge- 
wonnenen und weiter gereinigten Clupeinpraparate in Abhangigkeit vom 
Reifungsgrad der Gonaden zu ermitteln!>. Die aus den Gonaden bzw. 


iT, Ando, E. Abukumagawa, Y. Nagai u. M. Yamasaki, J. Bioche- 
mistry [Tokyo] 44, 191 [1957]. 

12 Siehe dazu F. Miescher, Verhandlungen der Naturforschenden Gesell- 
schaft zu Basel VI, 138 [1874], abgedruckt in ,,Die histochemischen und physiolo- 
gischen Arbeiten von F. Miescher“, Bd. II, Leipzig 1897; F. WeiB, diese Z. 52, 
107 [1907]. 

13 ©. W. Green, J. biol. Chemistry 39, 435 [1919]; K. H. Green, ebenda 39, 
457 [1919]. 

4 A, Kossel u. E.G. Schenck, diese Z. 178, 278 [1928]. 

1 Fiir die groBziigige Bereitstellung der Institutseinrichtungen sowie fiir 
viele wertvolle Anregungen sind wir Herrn Direktor E. Heen vom Staatl. Fischerei- 
forschungsinstitut in Bergen, Norwegen, und seinen Mitarbeitern zu ganz beson- 
derem Danke verpflichtet. 
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der Heringsmilch gewonnenen Zellkernpraparate wurden nach _ be- 
kannten Verfahren zur Abtrennung der Nucleinsiure mit Kupfersalz 
umgesetzt; hierbei erhielt man aus Gonaden niederen Reifegrades 
(2—3)18, wie im Versuchsteil belegt, in nur geringer Ausbeute ein der 
Zusammensetzung nach histonahnliches, nicht protaminartiges basisches 
Protein, das neben zahlreichen Monoaminosiuren und neben Dicarbon- 
siiuren im Gegensatz zu Clupein alle drei basischen Aminosiauren (Ar- 
ginin, Lysin und Histidin) enthielt und das sich seinen Léoslichkeits- 
eigenschaften nach fiir eine weitere Reinigung als ungeeignet erwies: 
Gonaden héheren Reifegrades bzw. die Milch ergaben dagegen in 
normaler Ausbeute Protamin, das nach bekannten Verfahren einer 
weiteren Reinigung durch Einwirkung von Pepsin, zur Abtrennung 
hohermolekularen Proteins, sowie durch Umscheidung aus waBriger 
Lésung in der Kalte als Ol unterworfen wurde. Die Ergebnisse der 
Bausteinanalysen dreier Rohpriparate, vom Reifegrad 2—3 (I) bzw. 
5—6 (IL) bzw. 6 (V) sowie die der gereinigten Clupeinpraiparate sind 
in den Tab. 1 und 2 verzeichnet. 


Tab. 1. Bausteinanalysen von Rohpraparaten 
(Angaben bedeuten Prozent vom Gesamtstickstoff). 




















oe Praparat 

Aminosaure I II | V 

RO BKU nc ae Ase slg” | 46 0 0 
SEE re, EF Ba 0,6 0,3 
Phenylalanin. .......... 0,5 0 0 
WMRDN RE tees Fry ae ge 4,4 1.6 1,4 
Tyrosin Te a Sa ae ee a 1,4 0 0 
Per G eee a gees eas: Winshs 3,1 2,2 2,2 
NRE nae ae eee eee ‘10,7 2,5 2,4 
Glutaminsaure Ee Ns, es Gola | aera 0 0 
Asparaginsiure. ......... 3,1 0 0 
eS a a ee 3,5 1.4 1,0 
LO TC a ee ce a a a 4,8 2.2 2,4 
CUS ORS i ae ee 8,5 0,3 0,3 
Pe i —— re 6,4 0,7 1,0 
PERMIT Ore cote ee et ek 32,0 86,8 89,0 
Lysin . ees mee ore Os) ee 13,1 0 0 
Rmboneri iret tate Esha ag e.. A be 0,9 0 0 
| 970 | 983 | 100,0 


Die Analyse eines weiteren Priparates, vom mittleren Reifegrad 
der Gonaden 4—5, die wir hier nicht anfiihren, hat ferner ergeben, daB 
auch schon diese Substanz gleichwie die von héheren Reifegraden nur 
die vier ,,klassischen“‘ und die drei ,,accessorischen‘‘ Monoaminosiure. 
bausteine neben Arginin, aber keine andere Aminosdure mehr enthilt. 
Dieser Befund erlaubt die Aussage, dafi die von Kossel und Schenck 


16 Zur Definition der Reifestadien siche die Angaben im Versuchsteil. 
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be- | Tab. 2. Bausteinanalysen gereinigter Priparate 
rsalz (Angaben in Klammern bedeuten den Reifegrad). 
ades 
der | Praparat 
ches Aminosaure If (5—6) IIT (6) IV (6) V (6) 
hon- % N, % N, % N, % N, 
(Ar gef. | korr. 17) gef. | korr. 17) gef. | korr. 17 gef. | korr.1” 
sits - TeolewOum iy 6° 250) Ge 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,3 0,3 
ies: Valin wae Ma gee 1,2 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 
in Prolin . . 2,3 2,3 1,8 1,8 1,9 1,9 1,9 1,9 
ae ‘ Alanin. ... 2,0 20 2,3 2,3 2,5 2,5 2,5 2.5 
es Threonin . . 0,9 | 09 | 09 | 10 | 09 | 09 | 0,9 | 1,0 
ung Satine es fs ww sh 2,5 2,3 2,6 2,6 2,9 2,0 23 
iger Glykokoll. . . . .. 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 
der Ammoniak ..... 1,0 — 0,6 — 0,9 — 1,0 —- 
sie Asginin. 3% <4. 89,0 | 89,5 | 88,8 | 89,3 | 88,0 | 88,5 | 88,7 | 89,1 
ind | 99,2 | 99,0 | 98,7 | 99,0 | 98,9 | 98,8 | 98,9 | 99,7 


entwickelte, schon angefithrte Vorstellung, wonach die Ausbildung der 

nur Arginin als basischen Baustein enthaltenden Mono-protamine, z. B 

an von Salmin oder Clupein, in den Gonaden schrittweise aus Histon iiber 

ein Tri- und dann ein Di-protamin vor sich gehe, nicht zutrifft; aus dem 

Histonanteil der Gonaden wird vielmehr, durch gleichzeitige Elimi- 

nierung von Monoaminosauren, der Dicarbonséuren und des Lysins 
und Histidins unmittelbar ein Mono-protamin gebildet. 

Die Analyse der Clupeinpraparate ergibt, wie Tab. 2 belegt, keine 
bemerkenswerten Schwankungen des Gehaltes an den vier ,,klassischen* 
Monoaminosaurebausteinen, auch nicht an Isoleucin und Threonin, nur 
in einem Beispiel eine etwas groBere Abweichung im Gehalte an Gly- 
kokoll; der Gehalt an Arginin und an Monoaminosiauren entspricht 
einem molekularen Verhaltnis von etwa; mehr als 2: 1. Der durchwegs 
viel geringere Gehalt an den ,,accessorischen** Aminoséuren I[soleucin, 
Threonin und Glykokoll ist, unter Beriicksichtigung des fiir das Clupein 
ermittelten niedrigen Molekulargewichts um 4,00018, nur mit der An- 


1? Die angegebenen Korrekturen beziehen sich auf die bei der Hydrolyse 
eintretende teilweise Zersetzung von Serin, Threonin und Arginin unter Bildung 
ra von Ammoniak (vgl. W. H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 178, 79 [1949]); 
als Anteile fiir die Zersetzung wurden 14% fiir Serin, bzw. 0,5°% fiir Arginin zu- 
grundegelegt (siehe dazu M.C. Cornfield u. A. Robson, Biochem. J. 55, 517 
d | |1953]), fiir Threonin 7% (siehe dazu M. W. Rees, Biochem. J. 40, 632 [1946]; 
Kk. J. Harfenist, J. Amer. chem. Soc. 75, 5528 [1952]; E.L.Smith u. A. 
Stockell, J. biol. Chemistry 207, 501 [1954)]). 
Ir 18 Siehe dazu K. E. Rasmussen u. K. Linderstrém-Lang, diese Z. 227, 
2 181 [1934]; E.Waldschmidt-Leitz, F. Ziegler, A.Schaffner u. L.Weil. 
bs ebenda 197, 219, und zwar 8S. 223 [1931]; K. Felix u. Mitarbb., 1. ¢.6, und zwar 
- | S. 70 [1950]; L. Matousek u. F.Sorm, Chem. Listy 46, 86 [1952]; T. Ando, 
K. lwai, M. Yamasaki, C. Hashimoto, M. Kimura, S. Ishii u. T. Tamura, 
Bull. chem. Soc. Japan 26, 406 [1953]; K. Iso, T. Kitamura u. I. Watanabe, 
J. chem. Soc. Japan 75, 342 [1954]. 
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nahme erklarbar, daB die untersuchten Clupeinpraiparate Komponenten- 
gemische darstellen, an welchen die diese accessorischen Aminosaure) 
enthaltenden Komponenten in geringerem Mae beteiligt sind; so war 
es auch in einer friiheren Untersuchung! gelungen, aus dem Kompo- 
nentengemisch durch Fraktionierungsmainahmen einen isoleucin- und 
glykokollfreien, aber noch nicht einen threoninfreien Hauptanteil ab- 
zutrennen. 

Bei der Beurteilung der Frage nach der Bedeutung der drei accesso- 
rischen Aminoséuren Isoleucin, Threonin und Glykokoll fallt es auf, dats 
je eine derselben mit einer ,,klassischen‘‘ Aminosiure ein Homologen- 
paar bildet, Isoleucin mit Valin, Threonin mit Serin, Glykokoll mit 
Alanin. Es wire danach also denkbar, daf} ein Teil der Komponenten des 
natiirlichen Gemisches ganz oder eher teilweise statt des Valins Iso- 
leucin, statt des Serins Threonin und statt des Alanins Glykokoll als 
Baustein enthielte. Wir haben auf Grund dieser Vorstellung einer még- 
lichen homologen Substitution eine Berechnung der in den drei unter- 
suchten Praparaten aus vollreifem Material sich fiir die Bausteine er- 
gebenden molekularen Verhiltnisse vorgenommen (siehe Tab. 3). 


Tab. 3. Molekulares Verhaltnis der ,,klassischen‘‘ Aminoséuren bei Annahme 
homologer Substitution. 











Aminosaure mt | —_— — Vv 
Arginin 25,6 23,2 25,7 
Prolin 2.0 2,0 21 
hinadé (+ Glykokoll) 3.0 3.0 3.0 
Valin (+ Isoleucin) 2,0 1,9 2,0 
nek (+ Threonin) 4,0 4,0 3.7 








Die Betrachtung der Zusammenstellung ergibt, daB, mit einer Aus- 
nahme fiir die Kombination Serin-Threonin bei Praéparat V, zwischen 
den einzelnen Monoaminosiuretypen innerhalb der gegebenen Fehler- 
grenzen der Analysen ein einfaches und gleichartiges ganzzahliges Ver- 
haltnis besteht. Die Vorstellung einer bei den einzelnen Komponenten 
des Gesamtclupeins vorliegenden homologen Substitution von Mono- 
aminoséurebausteinen erscheint damit als Arbeitshypothese gerecht- 
fertigt. Ob diese Vorstellung zutreffend ist, wird sich indessen erst nach 
einer Trennung des natiirlichen Gemisches in die Einzelkomponenten, 
die die Vorbedingung fiir die Analyse ihrer Feinstruktur ist, entscheiden 
lassen. Diese Aufgabe haben wir in Angriff genommen. 
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Beschreibung der Versuche 


Die vorliegende Untersuchung beschrinkt sich auf Tiere der Rasse ,,Norwe- 
gischer Winterhering“ der Gattung Clupea harengus, fiir welche als Test zur Er- 
kennung des Reifegrades der Gonaden ein von Heincke?® aufgestelltes und 
spiter von Johansen® etwas modifiziertes Schema allgemein Anwendung 
findet?!. Es unterscheidet insgesamt 8, bis zur Vollreife 6 Stadien des Reifegrads 
der Gonaden, fiir welche folgende Gesichtspunkte kennzeichnend sind: 


Reifegrad 1: Schwache, 2—3 mm breite Gonaden, Testes weiBlich oder graubraun; 
Reifegrad 2: Schmale, 5—6 mm breite Gonaden; 

Reifegrad 3: Dicke, 1—2 cm breite Gonaden, Testes graulich; 

Reifegrad 4: Gonaden fast so lang wie die Bauchhéhle, Testes weiflich; 
Reifegrad 5: Gonaden fiillen die ganze Bauchhéhle aus, Testes milchweib ; 
Reifegrad 6: Auf Druck aus den Gonaden ausflieBende Milch. 


Cewinnung der Zellkerne”. Die Darstellung der Zellkernpraparate aus 
den ganzen Gonaden erfolgte nach dem Vorgehen von Felix und Krekels*, 
wobei aus Gonaden der héheren Reifestadien 5—6 und 6 ganz farblose, in 10-proz. 
Kochsalzlésung vollkommen lisliche Praparate erhalten wurden; die aus Gonaden 
des Reifegrades 2—3 isolierten Priparate waren dagegen gelblich gefirbt und 
unléslich in der Kochsalzlésung*4. 

Bei der Darstellung der Zellkernpraparate aus den vollreifen Gonaden lebender 
Tiere, denen die Milch durch leichtes Streifen des Bauches entnommen wurde 
(Stadium 6), unterschieden wir zwischen Heringen verschiedenen Alters, von einer 
Lange von 35—36,5 cm einerseits und ‘von 24—28 cm andererseits?°, bei der Ver- 
arbeitung der Milch folgten wir im wesentlichen den Angaben von Felix und 
Mitarbb. °. 

Die bei 0° aufbewahrte Milch, 110 bzw. 160 ccom, wurde etwa 4 Stdn. nach 
dem Fang durch EingieBen in Anteilen von 30 ccm in je 1,51 eisgekiihlten dest. 
Wassers plasmolysiert; nach Kolieren durch Verbandmull wurden die Zellkerne 
dann durch Zugabe von je 150 ccm eiskalter 0,1-proz. Citronensaureliésung gefallt ; 
nach dem Abschleudern in der Zentrifuge wusch man zweimal mit eiskaltem dest. 
Wasser und trocknete mit Alkohol und Ather. Ausb. 17,5 bzw. 24,6 g. 


19 F, Heincke, Abhandl. d. Deutsch. Seefischereivereins, Bd. II, Berlin 
1898. 

2 A.C. Johansen, Medd. fra Komm. for Havundersggelser, Serie Fiskeri, 
Bd. V, Nr. 8, Kopenhagen 1919. 

21 Siehe dazu O. Aasen, Rep. on Norwegian Fishery and Marine Invest. 10, 
Nr. 2, Bergen 1952. 

22 Fiir die dem einen von uns (H. G.) gebotene Méglichkeit zur Sammlung des 
Spermas wahrend des Fischfangs an Bord sind wir Herrn R. Froystadrag, fiir 
die gewahrte Gastfreundschaft bei der Isolierung der Zellkernpraparate aus dem 
Sperma in der Eggesbones Sildoljefabrikk den Herren Dir. O.Soloay und Ing. 
O. Vaagen zu groBem Danke verpflichtet. 

23 K. Felix u. A. Krekels, diese Z. 293, 284 [1953]. 

24 Fiir die Darstellung und Uberlassung der Rohpraparate sind wir Herrn 
Ing. D. Omland vom Staatl. Fischereiforschungsinstitut in Bergen zu besonderem 
Dank verpflichtet. 

25 Nach den von O. Sund (Rep. on Norwegian Fishery and Marine Invest. 7, 
Nr. 6, Bergen 1944) aufgefundenen Beziehungen zwischen Kérperlainge und Alter 
berechnet sich das Alter der in unseren Versuchen verwendeten Heringe zu mehr 
als 7, baw. 3—5 Jahren. 

26 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [1951]. 
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Darstellung und Reinigung der Clupeinpraparate 


a) Darstellung von Rohclupein: Die Gewinnung aus den Zellkernen er- 
folgte durch Umsetzung mit Kupfer(II)-chlorid nach Kossel und Schmiede- 
berg?’ und Uberfiihrung in Clupeinsulfat durch Fallung des in waBrig-alkoho- 
lischem Aceton gelésten Pikrats mittels Schwefelsiure; nach dem Umfiallen des 
Sulfats aus waBriger Lésung durch Alkohol betrugen die Ausbeuten an farblosem 
Rohsulfat 


bei der Verarbeitung von 10,0 g Zellkernen aus Gonaden 


des Reifegrads 2—3 (Prip.I) 0,40 g, 
des Reifegrads 5—6 (Prap. II) 3,63 g, 
des Reifegrads 6 (Prap. III) 3,65 g, 


von 15,0 g Zellkernen aus Milch des Reifegrads 6 (Prap. IV) 4, 
5, 


g und 
von 20,0 g Zellkernen aus Milch des Reifegrads 6 (Prap. V) g. 


25 
88 


b) Reinigung durch Pepsineinwirkung: Zur Abtrennung beigemengter. 
nichtprotaminartiger Proteine unterwarf man die Rohpraparate der Einwirkung 
von Pepsin?® (Ansatz: 3,2 g Clupeinsulfat + 32mg Pepsin-Merck in 80 ccm 
Wasser, 0,36 ccm konz. Salzsiure enthaltend, 24 Stdn., 37°) und gewann dann das 
Clupein aus der neutralisierten Lésung wiederum nach Fallung mit Pikrinsaure 
als Sulfat, wie oben beschrieben. Die Ausbeuten an gereinigtem Sulfat betrugen 
hierbei 

aus 3,20g des Praparats II 2,73 g = 85%, 
aus 3,00 g des Praparats III 2,57 g = 86%, 
aus 3,25 g des Praparats IV 2,88 g = 88% und 
aus 4,00g des Praparats V 3,60 g¢ = 90%. 


ce) Reinigung durch Umscheidung als 01: Dieses zuerst von Kossel?’ 
beschriebene Reinigungsverfahren erlaubt nach den Beobachtungen von Wald- 
schmidt- Leitz und Mitarbb.°die Abtrennung protaminahnlicher Beimengungen : 
es fiihrt zu Clupeinpraparaten, welche ausschlieBlich Prolin als amino-endstandigen 
Baustein aufweisen*!, 

Eine bei 37° bereitete konzentrierte Liésung des Clupeinsulfats belieS man 
24 Stdn. bei 3°, schied das hierbei dlig ausfallende Sulfat noch dreimal auf die 
gleiche Weise um und isolierte dann wiederum durch Fallung des gelésten Sulfats 
mit 10 Tin. Alkohol. Hierbei betrugen die Ausbeuten 


aus 1,80 g Prap. II, Rohpraparat, 1 
aus 2,73 g Prap. II, pepsinverdaut, | 
aus 2,57 g Prap. III, pepsinverdaut, 1,52 g 
aus 2,88 g Prip. IV, pepsinverdaut, 1,83 g = 64°, und 
aus 3,60 g Praip. V, pepsinverdaut, 2,24 g 


Bausteinanalysen 


Zur Hydrolyse behandelten wir jeweils 400 mg der Praparate 24 Stdn. bei 
110° mit 30 cem 20-proz. Salzsiure und fiihrten dann die Bausteinanalysen nach 


27 Siehe dazu A. Kossel, Protamine und Histone, Verlag Franz Deuticke. 
Leipzig und Wien 1929, 8S. 19. 

28 Vol. A. Kossel u. A. Mathews, diese Z. 25, 190 [1898]; F. Rogozinski. 
ebenda 79, 398 [1912]; R. A. Portis u. K. I. Altman, J. biol. Chemistry 169. 
203 [1947]. 

29 A. Kossel, diese Z. 25, 165 [1898]. 

3) 1. c.18, 

31 Siehe dazu E. Waldschmidt-Leitz u. R. Voh, 1. ¢.1. 
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Stein und Moore®, unter Beachtung der von Kraut und Mitarbb.** empfohlenen 
— Modifikation, durch Chromatographie an Starkesiulen und mit dem Fraktionen- 
+l Tab. 4. Bausteinanalysen von Rohpraparaten verschiedenen Reifegrads. 
Tine (Zur Analyse angew. Substanz entspr. 378,6 y N, (Prap. I), bzw. 536,3 y (Prap. II), 
bzw. 5387,7 y (Prap. III), bzw. 528,0 y (Prap. IV), bzw. 491,7 y (Prap. V); Angaben 
sem : 
bedeuten Prozent vom Gesamtstickstoff). 
Aminosaure Praparat ‘i 
I | II | Til | IV V 
DAMN. SG SG e hiGe } 46 0 0 0 0 
Isoleucin . ieee Oe : 0,6 0.4 0,3 0,3 
id Phenylalanin ...... 0,5 0 0 0 0 
oS ee 4,4 1,6 1,2 1,3 1,4 
MyMOSIR os) 6 i Re we 1,4 0 0 0 0 
ster, | PHM SSeS) GS ek x S 3,1 2,2 1,9 2,0 2,2 
une pA a ee 10 7 2,5 2,1 2,3 2,4 
ccm Glutaminsaure. . Se dernch 2 0 0 0 0 
das Asparaginsiure ..... 3,1 0 0 0 0 
dure | Throgum ..... sae 3,5 1,4 0,9 1,0 1,0 
igen Bere os 4,8 2,2 2,2 3,0 2,4 
Glykokoll. . . . 8,5 0,3 0,3 0,3 0,3 
| Ammoniak 6,4 0,7 1,1 1,0 1,0 
Arginin ..... 32,0 86,8 87,5 89,4 89,0 
Y “ere 13,1 0 0 0 0 
USUNGNAY ss fests GG), 6 0,9 0 0 0 0 
129 97,0 98,3 97,6 | 100,6 | 100,0 
An Arginin (gravimetr.) . . .| 34,6 86,7 87,9 88,5 89,5 
fen; | 
gen | Tab. 5. Einflu8 der Einwirkung von Pepsin bzw. der Umscheidung als 01 
auf die Zusammensetzung. 
nan (Praparat II; zur Analyse angew. Substanz entspr. 536,3 y N, (Rohpraparat), bzw. 
die 566,0 y (nach Pepsineinwirkung), bzw. 562,9 y (nach Umscheidung als Ol); An- 
fats gaben bedeuten Prozent vom Gesamtstickstoff). 
ere = na scheidun 
Aminosaure Rohpraparat Supibaniines - br: — 
Isoleucin. . 0,6 0,3 0,3 
Valin 1,6 1,6 1,5 
Prolin. . . 2,2 2,2 2,3 
Alanin. . 2,5 2,4 2:2 
Threonin 1,4 0,9 0,9 
- Serin .. . 2,2 2,4 2,2 
bei Glykokoll 0,3 0,3 0,1 (2) 
ch Ammoniak ..... 0,7 0,9 0,6 
PANE ohn Gases & 86,8 87,8 89,1 
ke, | 
98,3 98,8 99,2 
ki. Arginin (gravimetr.). . 86,7 87.6 89,7 
69. oa 


ern H. Stein u. S.Moore, J. biol. Chemistry 176, 337, 367 [1948]; 
S. Moore u. W. H. Stein, ebenda 178, 53 [1949]. 
33 H. Kraut, E. Kofranyi, H. Telschow u. M. Weber, diese Z. 301, 165 
1955). 


} Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 309 


18 


















E. Waldschmidt-Leitz und H.Gudernatsch, Bd. 309 (1957) 


274 





Tab. 6. Bausteinanalysen von durch Pepsineinwirkung und Olumscheidung 
gereinigten Praparaten. 


(Zur Analyse angew. Substanz entspr. 546,9 y N, (Prap. II), bzw. 556,1 y (Prap. III), 
bzw. 571,1 y (Prap. IV), baw. 515,2 y (Prap. V); Angaben bedeuten Prozent vom 




















Gesamtstickstoff). 
po Gereinigtes Praparat 

II | III | IV V 
Isoleucin . 0,3 0,3 0,4 0,3 
Valin 1,2 1,4 1,4 1,4 
Prolin. . 2,3 1,8 1,9 1,9 
Alanin. . 2,0 2,3 2,5 2,5 
Threonin 0,9 0,9 0,9 0,9 
Serin .. 2,2 2,3 2,6 2,0 
Glykokoll 0,3 0,3 0,3 0,2 
Ammoniak 1,0 0,6 0,9 1,0 
Arginin 89,0 88,8 88,0 88,7 
99,2 98,7 98,9 98,9 
Arginin (gravimetr.). . 89,3 89,3 88,7 88,2 








kollektor nach Grassmann und Deffner* durch; die Bestimmung im Eppendorf- 
Kolorimeter nahmen wir mit jeweils 0,50 ccm der Fraktionen von 1,00 ccm, nur 
die des Arginins mit je 0,25 ccm vor*>, Fiir die Messung des Arginins wurde aufer- 
dem jeweils eine gravimetrische Kontrollbestimmung als Flavianat nach Kossel 
und Gross** durchgefiihrt. Die Analysenergebnisse zeigen die Tab. 4—6. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie dem Fonds der 
Chemischen Industrie danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten 
Mittel. 


Zusammenfassung 


Es wurde bei Clupea harengus, Rasse Norwegischer Winterhering, 
die Zusammensetzung des Clupeins in Abhingigkeit vom Reifegrad der 
Geschlechtsdriisen und vom Reinheitsgrad untersucht. Die Ausbildung 
des Monoprotamins Clupein aus einem Histon wiahrend der Reifung 
fiihrt entgegen der Kosselschen Annahme nicht iiber ein Tri- und 
Diprotamin. Clupein aus vollreifen Testikeln enthalt neben den klassi- 
schen Monoaminoséuren Alanin, Valin und Serin stets accessorisch 
Glykokoll, Isoleucin und Threonin; es stellt ein Komponentengemisch 
dar. Es wird die Méglichkeit des Vorliegens einer homologen Substitution 
der klassischen durch die accessorischen Aminosiuren diskutiert. 


Summary 


Clupein from the Norwegian winter herring Clupea harengus has 
been examined and the influence on the composition of the degree of 


34 W. Grassmann u. G. Deffner, Chemiker-Ztg. 76, 623 [1952]. 

35 Bei Anwendung gréBerer Mengen wurden zu hohe und damit ungenaue 
Extinktionswerte gemessen; vgl. dazu F.S.Scanes u. B. T. Tozer, 1. ¢.°. 

36 A. Kossel u. E. R. Gross, diese Z. 135, 169 [1924]; siehe auch A. Kossel 
u. W. Staudt, ebenda 156, 270 [1926]; K. E. Rasmussen, ebenda 224, 97 [1934]. 
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maturity of the gonads and the purity of the substance has been in- 
vestigated. Contrary to the view of Kossel the formation of the mono- 
protamine clupein from a histone during maturation does not proceed 
via a tri- and diprotamine. Clupein from fully mature gonads is a mixture 
of the classical monamino acids, alanine, valine and serine, with the 
accessory amino acids, glycine, isoleucine and threonine. Consideration 
is given to the possibility of homologous substitution of the classical 
amino acids by accessory amino acids. 











Die Cholinester der Rindermilz 
Von 
D. Henschler 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. August 1957) 


Auf der Suche nach einem biologischen Substrat fiir die sog. ,, Pseudo- 


cholinesterase‘‘ des Warmbliiterorganismus priiften Banister, Whitt- 


aker und Wijesundera! Rindermilz auf das Vorkommen anderer 


Cholinester als Acetylcholin. Dieses Organ enthalt nach alteren Unter- 
suchungen®34 auBerordentlich grofe Mengen einer acetylcholinahnlich 
wirkenden Substanz, deren chemische Identifizierung als Essigsiureester 
des Cholins gesichert erschien?*. Obwohl nach friiheren Befunden® die 
Organe von Rindern, auch die Milz, nur geringe oder keine Aktivitat an 
benzoylcholinspaltendem Ferment aufweisen und damit nach den bis 
dahin giiltigen Vorstellungen das Vorkommen anderer Substrate als 
Acetylcholin wenig wahrscheinlich erschien, lieBen die papierchromato- 


graphischen Untersuchungen der genannten Autoren tiberraschend auf 


das Vorkommen.- zweier bislang in biologischem Material unbekannter 
Cholinester in Milzextrakten schlieBen. Der eine der neuen Ester wurde 
auf Grund seiner chromatographischen und pharmakologischen Eigen- 
schaften als Propionylcholin angesprochen ; spitere Versuche® an Ionen- 
austauschern und Anwendung der infrarotspektroskopischen Mikro- 
analyse’? brachten weitere Stiitzen fiir die Identitat. Die Identifizierung 
des anderen neuen, nach seinem chromatographischen Verhalten als 
Ff component” .bezeichneten Stoffs gelang nicht. Augustinsson® 
konnte diese Befunde mit etwas variierter papierchromatographischer 
Methode bestitigen. Nach alkalischer Hydrolyse von ,,F component‘ 
erhielt er in Papierchromatogrammen aufer Cholin noch Glyecin und 
eine Aminobenzoesiure, weshalb die Méglichkeit erértert wurde, es 
k6nne sich bei der dritten cholinergischen Substanz aus Rindermilz um 
den Hippursiureester des Cholins handeln; synthetisches Hippury]- 
cholin verhielt sich indessen papierchromatographisch anders als ,,F 
component“. 





1 J. Banister, V. P. Whittaker u. S. Wijesundera, J. of Physiol. 121, 
55 [1953]. 

2 H. H. Dale u. H. W. Dudley, J. of Physiol. 68, 97 [1929]. 

3’ J. Kapfhammer u. C. Bischoff, diese Z. 207, 57 [1932]. 

4 H.C. Chang u. J. H.Gaddum, J. of Physiol. 79, 255 [1933]. 

° J. M. Gunter, Nature [London] 157, 369 [1946]. 

& J. E. Gardiner u. V. P. Whittaker, Biochem. J. 58, 24 [1954]. 

* D. L. Wood, Biochem. J. 58, 30 [1954]. 
‘ K.-B. Augustinsson, Acta chem. scand. 9, 793 [1955]. 
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Da unseres Wissens die Struktur dieses Stoffes bisher nicht geklart 
wurde, versuchten wir mit unserer, in anderem Zusammenhang aus- 
gearbeiteten Methode®, ,,F component‘ zu identifizieren. Die im folgen- 
den beschriebenen Versuche, tiber die wir an anderer Stelle schon kurz 
berichteten!°, zeigen, daB ,,F component identisch mit dem als Pro- 
pionylcholin erkannten Stoff ist, der bei der papierchromatographischen 
Auftrennung in zwei Flecken wandern kann. Die Ursachen fiir dieses 
merkwiirdige chromatographische Verhalten konnten aufgeklart werden. 


Methoden 


Rindermilzen wurden spatestens 30 Min. nach Totung der Tiere entnommen, 
zwischen Eisstiickchen gepackt und nach dem Transport dekapsuliert. Die weitere 
Aufarbeitung erfolgte bei 0 bis 2°. Die im Laufe der Untersuchungen anfallenden 
Befunde lieBen die Anwendung mehrerer Extraktionsverfahren notwendig er- 
scheinen. Das im folgenden als Athanolmethode bezeichnete entspricht dem Vor- 
gehen von Banister, Whittaker u. Wijesundera! (Extraktion mit salzsaurem 
Athanol und Trichloressigséure); das zweite, hier Trichloressigsiuremethode ge- 
nannte Verfahren wurde von Augustinsson und Grahn"™ angegeben und von 
Augustinsson® zur Milzextraktion benutzt. Einen dritten, weniger verlustreichen 
Arbeitsgang arbeiteten wir selbst aus: 

4 Milzen werden unter standiger Zugabe der doppelten Menge eiskalter, 
10-proz. Trichloressigsiure durch den Fleischwolf gedreht und anschlieBend im 
Kiichenhomogenisator fein dispergiert. Das Homogenat bleibt unter mehrfachem 
Rihren 5 Stdn. in der Kalte stehen, danach werden die festen Bestandteile durch 
Zentrifugieren abgetrennt, nochmals 24 Stdn. lang mit 5-proz. Trichloressigsaiure 
extrahiert und erneut zentrifugiert. Den vereinigten Extrakten wird die Trichlor- 
essigsiure durch Ausiathern bis py 4,0 entzogen; nach Einengen im Vak. bei 30° 
Badtemperatur auf 1/; des Ausgangsvolumens schiittelt man erneut mit Ather aus 
und engt weiter ein auf 100 ml. Nach Abkiihlen auf 0° werden etwa 3 / tiefgekiihites 
Aceton zugegeben und bei —15 mehrere Stunden stehen gelassen, danach die 
Fallung im Filter abgetrennt und das Aceton im Vak. bei 35° Badtemperatur ab- 
destilliert. Der nun auf etwa 15 mi eingeengte Extrakt wird abermals mit etwa 1 1 
tiefgekiihltem Aceton behandelt und weiter verarbeitet wie zuvor. Bei der Ein- 
engung wird der Extrakt alkalisch; man sauert unter Kontrolle der Reaktion 
schwach mit Weinsaure an. den verbleibenden schmierigen Riicks and nimmt man 
mit wenig Wasser auf und fallt mit Reineckesiure im Uberschu8, trennt das 
Prazipitat nach mehrstiindigem Stehen im Eisschrank auf der Zentrifuge ab und 
setzt die Basen bzw. die Chloride frei wie andernorts®.!? beschrieben. Die iiber die 
Reineckate gereinigten Gewebsbasen werden gefroren getrocknet, wobei wegen des 
sehr tief gelegenen Eutektikums (—55°) die Trockentemperatur bei —60° gehalten 
werden mu. Das schwach gelbliche Trockenpulver wird 3mal mit Chloroform 
extrahiert, die Liésung im Vak. auf etwa 1,5 ml eingeengt und so den mikro- 
chemischen Trennverfahren unterworfen. Nach Testung am Froschrectus enthielt 
dieser Extrakt, bezogen auf Acetylcholinchlorid, 0,42 y/g Milz an wirksamer Substanz. 

Papierchromatographie: Die Trennung der Extrakte erfolgte auf- 
steigend auf Papier Schleicher & Schill 2043b teils mit wassergesattigtem n- 
Butanol!’, teils mit dem von Augustinsson und Grahn" angegebenen Lésungs- 
mittelgemisch (n-Butanol: Athanol: Eisessig: Wasser = 8:2:1:3). Beziiglich An- 
farbung der Chromatogramme, Identifizierung der Saurekomponenten von 


® D. Henschler, diese Z. 805, 34 [1956]. 

10 —D. Henschler, Naturwissenschaften 48, 522 [1956]. 

11 K.-B. Augustinsson u. M. Grahn, Acta physiol. scand. 32, 174 [1954]. 
122 —D. Henschler, diese Z. 805, 97 [1956]. 

13 V. P. Whittaker u. S. Wijesundera, Biochem. J. 51, 348 [1952]. 
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Cholinestern, Kennzeichnung von Cholin und Elutionstechnik sei auf friihere Mit 
teilungen®,!? verwiesen. 

Papierelektrophorese: Zur Auftrennung von Extrakten und zur weitere: 
Charakterisierung von chromatographischen Fraktionen diente eine nach den 
von Werner und Westphal?! angegebenen Prinzip erstellte Apparatur, die e: 
gestattete, Substanzmengen bis zu 5 mg auf einer Streifenbreite von 35 cm iibe: 
Strecken bis zu 1 m laufen zu lassen. Puffer: 0,3-m. Ameisensaure, 1,5-m. Essig 
saure. Der Streifen lag auf einer gekiihlten Glasplatte, die Kiihlfliissigkeit (Glycerin 
Wasser) wurde thermostatisch auf —13° gehalten, so daB unter 12 kV Gleich 
spannung bei einem Stromdurchgang von 80—85 mA die Streifentemperatur + 2' 
nicht iiberstieg. Nach 90 Min. Laufzeit waren die etwa 11% cm breiten Banden vor 
Acetyl- und Propionylcholin 90 bzw. 84cm weit gelaufen und lieBen sich nacl 
Lufttrocknung des Streifens entsprechend den mitgelaufenen, mit Dipikrylamin 
Magnesium angefarbten synthetischen Vergleichssubstanzen eluieren oder farbe- 
risch baw. biologisch auswerten. 

Methodisches zur pharmakologischen Charakterisierung isolierter Cholineste1 
an Froschrectus, Mause- und Meerschweinchendiinndarm sowie iiber synthetische 
Vergleichssubstanzen vegl. 1. c.?*. 


Ergebnisse 


Wir arbeiteten zunichst die Versuche von Whittaker und Mit- 
arbb.1 nach und konnten deren Befunde bestitigen: Bei chromato- 
graphischer Auftrennung von Extrakten nach der Athanolmethode 
lieBen sich auf den mit wassergesaittigtem Butanol entwickelten Chro- 
matogrammen mit der Esterfirbung*® drei blauviolette Flecken dar- 
stellen, einer mit dem Ry des Acetylcholins (0,14), ein zweiter gleich- 
laufend mit Propionylcholin (Ry 0,21) und der von ,,F component‘ 
mit Ry 0,54 (Abb. 2a). Die Auswertung entsprechender Streifen an 
Froschrectus (vgl. Abb. la) und Meerschweinchenileum im Vergleich 
mit einem Acetylcholinstandard ergab fiir den ersten Fleck (Acetyl- 
cholin) gleiches Wirkungsverhaltnis an beiden Testobjekten, fiir den 
zweiten (Propionylcholin) und dritten (,,F component‘) etwa 15fach 
stirkere Wirkung am Rectus. Nach der Elution blieben bei Rechroma- 
tographie die Ry-Werte der Acetyl- und Propionylcholinfraktion 
gleich, auffalligerweise vergr6Berte sich aber der Ry-Wert von ,,F com- 
ponent“, je mehr vom Eluat aufgetragen wurde, um bis zu Ry 0,1. 

Bei der Esterfarbung stellt sich dicht oberhalb von ,,F component‘ 
ein braéunlicher Fleck dar (Abb. 2); er ist biologisch unwirksam und als 
Verunreinigung der Extrakte zu werten. Trigt man auf das Chromato- 
gramm ein Mehrfaches an Extrakt auf, so laufen dieser braune Fleck 
und ,,F component‘ mit zunehmender Extraktmenge schneller. 

Entsprechende Ergebnisse zeitigten Versuche mit Extrakten nach 
der Trichloressigsiuremethode und dem eigenen Trichloressigsiure- 
Acetonverfahren. Als Lésungsmittel zur chromatographischen Entwick- 
lung diente in beiden Fallen n-Butanol:Athanol: Eisessig: Wasser 
= 8:2:1:3", mit dem die Trennung homologer Cholinester wesentlich 
besser gelingt als mit wiBrigem Butanol. Ry-Werte der drei als Cholin- 
M4 K.-B. Augustinsson u. M.Grahn, Acta chem. scand. 7, 906 [1953]. 
15 G. Werner u. O. Westphal, Angew. Chem. 67, 251 [1955]. 
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Abb. 1. Austestung der Rectuswirk- 
samkeit (verglichen mit Acetylcholin) 
biologisch wirksamer, chromatogra- 
phischer Fraktionen aus Milzextrakt 
(a), in Mischchromatogrammen mit 
Zusatz von Acetylcholin (b) und 
Propionylcholin (c); Mittelwerte aus 
drei chromatographischen Ansatzen. 
Als Vergleich Gemisch von synthe- 
tischen Estern und Cholin, angefarbt 
mit Dipikrylamin (d). Papier SS 2043b, 
aufsteigend mit wassergesittigtem 
Butanol. — E = Milzextrakt. Chol, 
ACh, PrCh, n-BuCh, i-ValCh = Chlo- 
ride von Cholin, Acetyl-, Propionyl-, 
n-Butyryl- und i-Valerylcholin. 
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Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 2. Aufsteigendes Chromatogramm (SS 2043b, Butanol/Wasser) von 8 yl 
Milzextrakt (a) und Zusatz von je 10 y der synthet. Ester; (b) = (a) — Acetyl-, 
(c) = (a) + Propionylcholinchlorid. — Esterfarbung!*. — V = braun gefarbte 


Verunreinigung vor ,,F component (vgl. S. 278). 


Abb. 3. Homologe Cholinester (je 4 Mol) im aufsteigenden Chromatogramm 

(SS 2043b, Butanol/Wasser, Dipikrylaminfarbung). — 2:Acetyl-, 3: Propionyl-, 

4:n-Butyryl-, 5:i-Valerylcholinchlorid (etwas Cholin enthaltend); 2a, 3a, 4a, 5a: 

Zusatz von jeweils 1,5 ~ Mol Trichloressigsdure; 1 u. 6: Gemische aus 2—5. Ver- 

schlepptes Acetylcholin in 2a war farberisch nicht darzustellen, aber biologisch 
als langgezogener Streifen an der bezeichneten Stelle nachweisbar. 
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ester erkannten Substanzen: 0,42 (entspr. Acetylcholin), 0,53 (entspr. 
Propionylcholin) und 0,81 (,,F component“); letztere lief bei der Re 
chromatographie mit Ry 0,84. 

Auf Hochspannungspherogrammen waren bei Anwendung ver 
schieden langer Laufzeiten im kathodischen Anteil nur zwei Zonen mit 
Cholinesteraktivitét nachweisbar; sie entsprachen den Banden vor 
Acetyl- und Propionylcholin. Histamin, das in groBen Mengen in de 
Extrakt geht, lief der Acetylcholinbande weit voraus und wurde durcl 
pharmakologische Priifung am Meerschweinchenileum und Anfarbung 
mit diazotierter Sulfanilsiure identifiziert. Ein dritter Cholinester wai 
trotz sorgfialtiger Suche auf Rectuswirksamkeit auch bei Auftragen 
groBer Extraktmengen und nach verschiedenen Laufzeiten weder im 
kathodischen noch im anodischen Anteil des Streifens aufzufinden. 


Wir unterwarfen daraufhin ,.F component‘, gewonnen aus papier- 
chromatographischen Extraktauftrennungen im praparativen MaBstab. 
der Elektrophorese. Ganz tiberraschend lief nahezu die gesamte Rectus- 
wirksamkeit in der Front des Propionylcholins. Daneben wurden aber 
auch geringe Mengen Acetylcholin und Histamin in den entsprechenden 
Arealen aufgefunden. Cholin war mit der empfindlichen Dipikrylamin- 
farbung nicht nachweisbar. Ninhydrin farbte auBerdem zwei nur wenig 
kathodisch gewanderte Banden und einen anodisch abgetrennten Anteil: 
sie besaBen keine Wirksamkeit an Rectus und Meerschweinchendarm. 
Eluate von ,,F component aus Chromatogrammen mit Butanol/Wasser 
und Augustinssons Gemisch waren identisch. 


Die elektrophoretisch gewonnene, mit Propionylcholin identisch 
laufende Fraktion aus ,,F component* verhielt sich bei Rechromato- 
graphie in Butanol/Wasser und Butanol/Athanol/Eisessig/Wasser wie 
notorisches Propionylcholin. Zur weiteren Identifizierung stellten wir 
den Hydroxamat-Fe[III]-Komplex dar; er lief im Papierchromato- 
gramm?® wie der aus authentischer Propionsiure gewonnene. Nach alka- 
lischer Hydrolyse konnte abgespaltenes Cholin in drei verschiedenen 
Loésungsmittelsystemen !” identifiziert werden. 

Zur Klarung des merkwiirdigen chromatographischen Verhaltens 
der Cholinester aus Rindermilzextrakten fertigten wir Mischchromato- 
gramme an. Den aufzutragenden Extraktportionen (jeweils 1 ul) wurden 
definierte Mengen synthetischer Ester beigemengt, nach aufsteigender 
intwicklung die im Vergleichsstreifen mit Testsubstanzen  ermit- 
telten Flecken mit biologischer Wirksamkeit in Ringerlésung eluiert 
und die Eluate am Froschrectus gegen einen Acetylcholinstandard 
getestet. Abb. 1 zeigt die Ergebnisse nach Zusatz von 1 y Acetyl- bzw. 
1 y Propionylcholinchlorid und Entwicklung in Butanol/Wasser. Auf 
dem Streifen mit aufgetrenntem reinen Extrakt stellen sich die Felder 
von Acetylcholin, Propionylcholin und ,,F component dar. Zugesetztes 
synthetisches Acetylcholin erscheint (bei Beriicksichtigung der bereits 
im Extrakt vorhandenen Mengen) zu etwa 70% an der zu erwartenden 





























Bd. 309 (1957) Die Cholinester der Rindermilz 281 


Stelle von Ry 0,09—0,18, etwa 30% werden verschleppt auf Ry 0,39 — 
0,48. Vom synthetischen Propionylcholin dagegen finden sich etwa 80% 
auf dem Fleck von ,,F component‘ (Ry 0,48—0,57) und etwa 20% in 
dem eigentlich Propionylcholin zugehérigen Areal von Ry 0,18—0,27. 
Verfahrt man analog bei Auftragen groéBerer Extraktmengen auf den 
Startpunkt und Zusatz des 10-fachen Betrages an synthetischen Estern, 
so erscheint auch beim Acetylcholin der gréBere Anteil im verschleppten 
Fleck (Abb. 2). Ahnliche Ergebnisse erhalt man bei Verwendung des 
Gemisches Butanol: Athanol: Eisessig: Wasser = 8:2:1:3. 

Das merkwiirdige, unterschiedliche Verhalten der Cholinester von 

issigsiure und Propionsiure laBt sich — gewissermaBen im Modell- 

versuch — mit Trichloressigsiure als ,,verschleppender Substanz”™ auf- 
zeigen (Abb. 3). Acetylcholin wird wenig, Propionylcholin zum groBeren 
Teil verschleppt, die hGheren Homologen dann in zunehmendem MaBe. 

Augustinsson® erhielt in Papierchromatogrammen aus dem 
Hydrolysat von ,,F component Flecken, die mit Cholin, Glycin und 
p-Aminobenzoesaure vergleichbar liefen. Wir konnten dies bei gleichem 
Vorgehen bestitigen. Die mit Glycin und p-Aminobenzoesaure in Be- 
ziehung gebrachten Flecken lassen sich jedoch auch aus den unwirk- 
samen, elektrophoretisch abgetrennten Fraktionen von ,,F component“ 
nach Einwirken von Alkali darstellen; sie haben sicher nichts mit deren 
biologisch wirksamem Anteil zu tun. 

Ubereinstimmend mit den Voruntersuchern?!® fanden wir bei biolo- 
gischer Austestung von Chromatogrammen und Pherogrammen den 
Gehalt an Propionylcholin etwas héher als die Acetylcholinmenge. Der 
Propionsdureester wirkt am Froschrectus 1,65mal starker als die Acetyl- 
verbindung; unterstellt man die Verluste beider Ester bei der Auf- 
arbeitung als gleich hoch, so enthielten unsere Milzen an rectuswirk- 
samer Substanz (bezogen auf die Chloride) rund 45% Acetyl- und 55% 
Propionylcholin. 

Diskussion 

Die vorgelegten Befunde sprechen gegen die Annahme von Whitt- 
aker und Mitarbb.4® sowie von Augustinsson®!, in Rindermilz 
komme auBer Acetyl- und Propionylcholin ein dritter Cholinester vor. 
Die im Papierchromatogramm abtrennbare dritte Substanz mit vor- 
wiegender Rectuswirksamkeit ist durch elektrophoretische Unter- 
suchungen als verschlepptes Propionylcholin erkannt worden. Analoge 
Verhialtnisse konnten wir® bei der Identifizierung von Acetylcholin in 
Bienenfuttersiften beobachten; andere Untersucher fanden Ent- 
sprechendes bei der Papierchromatographie von Organextrakten fiir 
Histamin!®, Adrenalin!’ und Thyroxin!’. Es ist vermutet worden, dal 
die Amine bei der chromatographischen Trennung zum Teil als Salze 


16 G. B. West u. J. F. Riley, Nature [London] 174, 882 [1954]. 
17 D. M. Shepherd u. G. B. West, Nature [London] 169, 797 [1952]. 
18 J.D. Acland, Nature [London] 176, 694 [1955]. 
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vorliegen und deshalb in zwei Flecken wandern kénnen?*. Fir die hier 
in Frage stehende Stoffklasse ist aber eine andere Deutung zutreffend, 
die schon von Acland?§ als méglich erachtet wurde und durch unsere 
Untersuchungen in mehreren Punkten gestiitzt wird: Hygroskopische 
Verunreinigungen, die mit hohem Ry laufen, andern O6rtlich auf dem 
-apier durch Wasserentzug das Verhaltnis Alkanol/Wasser und stéren 
die fiir eine bestimmte Substanz charakteristische Verteilung; ein Teil 
des Individuums lauft dann mit dem erwarteten Ry, der Rest wird mit 
der schneller laufenden Verunreinigung im wasserreicheren Flecken 
verschleppt. In Ubereinstimmung hiermit laufen Cholinester bei steigen- 
dem Wassergehalt des chromatographischen Losungsmittelgemisches zu- 
nehmend schneller. Fiir diese Erklirung spricht ferner, daB bei Auftrag 
groBerer Extraktmengen relativ mehr wirksame Substanz an der Stelle 
von ,,F component angetroffen wird und bei Rechromatographie der 
Ry, fir den verschleppten Anteil entsprechend den aufgetragenen 
Quanten steigt; wie erwahnt, geht bei der Elution ein Teil der ver- 
schleppenden Verunreinigung mit ins Eluat. Im Falle der Milzextrakte 
verhalten sich Acetyl- und Propionylcholin beziiglich des AusmaBes der 
Verschleppung verschieden: vom Essigsiureester wird wenig, vom 
Propionsiéureester der iiberwiegende Teil verschleppt. Im Modellversuch 
mit Trichloressigsiure wandern die h6heren Homologen in zunehmendem 
MaBe mit hédherem Ry. 

Chromatographische Wanderung in zwei Flecken ist fiir viele biogene Amine 
von Munier und Macheboeuf?® beschrieben und fiir Acetylcholin neuerdings 
von Chefurka und Smallman”® beobachtet worden; man macht das Anion fiir 
diese Erscheinung verantwortlich, da bei Ubereinstimmung von Anion und saurer 
Lésungsmittelkomponente nur einheitliche Wanderung gesehen wurde. In unserem 
Falle liegen sicher andere Verhaltnisse vor, da die Ry-Werte eines in zwei Flecken 
angetroffenen Cholinesters um mehrere Dezimalen differieren; wir konnten uns 
iiberzeugen, daB bei anionbedingter, mehrfleckiger Wanderung die Laufgeschwin- 
digkeiten verschiedener Salze von Acetyl- und Propionylcholin nur sehr wenig 
differieren. : 

Versuche zur Klaérung der Struktur der verschleppenden Substanz wurden 
nicht unternommen. Positive Ninhydrin- und Biuretproben weisen auf niedere 
Peptide, die bei der Aufarbeitung durch die Extraktionsmittel nicht ausgefallt, 
von Reineckesadure aber zugleich mit den Basen prazipitiert werden. 

Im Widerspruch zu unseren Befunden steht die Bemerkung von 
Gardiner und Whittaker®, daf bei Auftrennung von Milzextrakt 
an Ionenaustauschersaulen (XE-97-Harz, 0,1-m. NaH,PO,) Acetyl- und 
Propionylcholin eluiert werden k6nnen, ,,F component** aber am Harz 
hangen bleibt und nur mit Séure ausgewaschen werden kann, mithin 
als Ester mit anderen Eigenschaften anzusehen wire. Gleichlaufend zu 
unseren Untersuchungen fand hingegen auch Whittaker®!, dab 


19 R. Munier u. M. Macheboeuf, Bull. Soc. Chim. biol. 32, 192 [1950]. 

20 W. Chefurka u. B. N. Smallman, Canad. J. Biochem. physiol. 34, 731 
[1956]. 

21 V. P. Whittaker, persénl. Mitteil. u. Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 22, 590 [1956]. 
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..F component‘ Propionylcholin enthalt ; daneben soll auch Acetylcholin 
in équivalenter Menge vorhanden sein. Er schlieBt daraus, die beiden 
Cholinester seien an ein Zwitterion gebunden und dieses vermittle den 
hohen Ry-Wert. Wir haben diese Méglichkeit, die unserer oben gegebenen 
Deutung widerspricht, iiberpriift, indem wir Milzextrakt in steigenden 
Portionen gleichzeitig chromatographierten (wassergesattigtes Butanol). 
.F component‘ erscheint dann je nach aufgetragener Menge in Flecken 
von steigendem Ry (bei 1 ul Extrakt Ry 0,49; 5 ul Ry 0,54; 20 wl Ry 0,59). 
Dieses Ergebnis spricht gegen die Deutung Whittakers, denn es ist 
nicht bekannt, daB ein chemisch einheitlicher Stoff (hier etwa ein 
Komplex von Zwitterion mit Acetyl- und Propionylcholin) bei Auftrag 
in verschiedenen Quanten mit derart unterschiedlichen Geschwindig- 
keiten im Chromatogramm wandert. Zudem ware dann zu fordern, dab 
Acetyl- und Propionylcholin in einem einheitlichen Fleck wandern 
miiBten ; es ist uns aber, wie weiter oben ausgefiihrt, gelungen, die beiden 
Ester auf Chromatogrammen deutlich voneinander zu differenzieren 
(vgl. Abb. 2). 

Fiir die Identitaét des als Propionylcholin angesehenen Stoffs mit 
dem notorischen Ester sprechen bislang Ubereinstimmung in Chroma- 
tographie und Elektrophorese, gleiche chromatographische Wanderung 
der Saéurekomponente wie Propionsdiure, papierchromatographischer 
Nachweis von Cholin nach alkalischer Hydrolyse, vergleichbarer Wir- 
kungsindex bei pharmakologischer Priifung an Rectus- und Darm- 
praparat; fiir die Méglichkeit des natiirlichen Vorkommens sprechen 
Befunde, wonach Propionylcholin von Milzhomogenat ebenso schnell 
hydrolysiert wird wie Acetylcholin und im Fermentansatz tiber Pro- 
pionyl-Coenzym A synthetisiert werden kann. All diese Priifungen lassen 
aber nur Analogieschliisse zu. Es besteht trotz allem noch die Méglichkeit, 
daB der aus Rindermilzen isolierte Ester bei unterschiedlicher chemischer 
Konstitution die biologischen, chromatographischen und_ elektro- 
phoretischen Eigenschaften des Propionylcholins besitzt und mit den 
bisher angewandten Methoden von diesem nicht differenziert werden 
kann. Gleiches Verhalten wie synthetischer Ester bei Chromatographie 
und Elektrophorese liefert kein zusitzliches Indiz fiir die Identitat, da 
die chromatographischen und elektrophoretischen Wanderungsgeschwin- 
digkeiten innerhalb einer groBen, von uns untersuchten Reihe von be- 
kannten, auch nicht homologen Cholinestern in (umgekehrt) proportio- 
naler Beziehung stehen. Auch die infrarotspektrographische Mikro- 
analyse einer Probe des aus Rindermilz gewonnenen Esters kann bei 
einer gefundenen sehr geringen Abweichung der Spektren nicht voll 
iiberzeugen, zumal lediglich die Perchlorate von Acetyl- und Pro- 
pionylcholin als Bezugssubstanzen untersucht wurden. Die zur Durch- 
fiihrung einer Elementaranalyse notwendige Substanzmenge erfordert 
jedoch kostspielige und zeitraubende Aufarbeitung sehr groBer Organ- 
mengen, wobei der Aufwand in keinem Verhaltnis zu dem erwarteten 
Erfolg steht. 
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Papierchromatographische Studien an Organextrakten lieBen auch andere 
Autoren auf das Vorkommen neuer Cholinester schlieBen. Augustinsson und 
Grahn?! fanden auf Chromatogrammen von Ausziigen aus Bienenképfen neben 
Acetylcholin zwei weitere Flecken mit Cholinesteraktivitat. Gruner und Kewitz™* 
glauben in Gehirnen verschiedener Warmbliiter den Cholinester der Imidazolylessig- 
siure aufgefunden zu haben. Wir konnten bei Nacharbeitung beider Befunde 
mit eigener Methodik nachweisen, daB auch hier das chromatographische Verfahren 
zu irrtiimlichen Schliissen fiihrte. Imidazolylessigsiure-Cholinester haben wir ana- 
lysenrein dargestellt; die Substanz lauft in Butanol: Athanol: Eisessig: Wasser 

= 8:2:1:3 mit Ry 0,19 und nicht, wie Gruner und Kewitz angeben, mit 
Ry 0,61—0,63 23, 

Bei Wiirdigung all dieser Fehldeutungen scheint der Wert papier- 
chromatographischer Trennversuche an Organextrakten zum Nachweis 
von Cholinestern zweifelhaft. Befriedigende Trennungen sind zu er- 
warten bei besserer Vorreinigung der Extrakte; weitere Reinigungs- 
schritte bedingen aber wesentliche Verluste an wirksamer Substanz 
durch hydrolytische Spaltung der Ester und machen dieses Vorgehen 
wenig aussichtsreich. Auf der Suche nach geeigneteren Lésungsmittel- 
systemen priften wir orientierend einige nichtalkoholische Gemische. 
Die Resultate waren wenig ermutigend, die homologen Ester des Cholins 
lieBen sich in keinem Falle befriedigend trennen; die von Malyoth 
und Stein*4 angegebenen Mischungen von Pyridin/Essigester/Wasser 
zur Kennzeichnung von Acetylcholin gestatten keine hinreichende 
Trennung der Essigsiureverbindung vom Propionsiureester. Trennungen 
an Jonenaustauschern®®> sind gangbar, aber zeitraubend und bedingen 
einen Uberschu8 an Puffersalzen in den Eluaten, deren Entfernung 
durch mehrfache Extraktionen der Trockenriickstiinde wiederum Sub- 
stanzverluste durch Hydrolyse herbeifiihrt und damit erneute Ver- 
unreinigungen mit Cholin, dessen Abtrennung gerade Voraussetzung zur 
chemischen Identifizierung sein sollte. Nach unseren Erfahrungen ist 
die Trennung durch Hochspannungselektrophorese mit fliichtigen 
Puffern als tiberlegene Methode anzusprechen. 


Zusammenfassung 


Nach verschiedenen Verfahren hergestellte Extrakte aus Rinder- 
milz wurden papierchromatographisch und mittels Hochspannungs- 
elektrophorese auf Cholinester untersucht. In Ubereinstimmung mit 
anderen Autoren konnten Acetylcholin und ein Ester, der sich bei allen 
Priifungen wie Propionylcholin verhielt, abgetrennt werden. Eine dritte, 
von friiheren Untersuchern als neuer Cholinester angesprochene Fraktion 
erwies sich als verschlepptes Propionylcholin. Mischchromatogramme 
von Milzextrakten mit synthetischen Substanzen erméglichten zu 


2 G. Gruner u. H. Kewitz, Naturwissenschaften 42, 628 [1955]. 

*3 D. Henschler, erscheint an anderer Stelle. 

4G. Malyoth u. H. Stein, Biochem. Z. 322, 165 [1951]. 

2° C.W. Shepphard, W. E. Cohn u. P. J. Mathias, Arch. Biochem. Bio- 


physics 47, 475 [1953]. 
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klaren, warum Cholinester bei der Papierchromatographie von Organ- 
extrakten mit alkoholischen Lésungsmittelsystemen in mehreren Flecken 


wandern k6énnen. 
Summary 


Extracts from bovine spleen have been prepared by different methods 
and their choline ester content investigated by paper chromatography 
and high-voltage electrophoresis. Acetylcholine and an ester with the 
properties of propionylcholine were separated, in accordance with 
previous investigations. A third fraction regarded by previous workers 
as another choline ester was shown to be propionylcholine. Mixed chro- 
matograms of spleen extracts with synthetic substances have been 
prepared. The results throw light on the migration of choline esters in 
several spots when extracts of organs are examined paper chromato- 
graphically with alcoholic solvent systems. 








Bd. 309 (1957) 


Konstitutionsermittlung des Herbipolins, 
einer neuen tierischen Purinbase’ 


Von 
D. Ackermann und P. H. List 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut und dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie 
der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1957) 


Wie in einer friiheren Arbeit? bereits beschrieben, konnten wir aus 
10 kg des Riesenkieselschwammes (Geodia gigas) ein neues Amin von 
der Formel C,H,ON; isolieren, das wir Herbipolin nannten. Von der 
papierchromatographisch einheitlichen Verbindung, die einen Schmelz- 
punkt von 315° (Kofler) hatte und deren Analysenwerte — sowohl der 
freien Base als auch des Hydrochlorids, der Chloraurates und des 
Pikrates — alle zu der oben genannten Formel fiihrten, besaBen wir 
270 mg. 

Die aus der freien Base und den genannten drei Salzen durchgefihr- 
ten N-Methylbestimmungen lieBen auf zwei am Stickstoff sitzende 
Methylgruppen schlieBen. Nach van Slyke konnte weiterhin eine 
primare Aminogruppe nachgewiesen werden. 

Zieht man die ermittelten Substituenten von der Summenformel 
ab, so bleibt C;HON,, was den Purinkern vermuten laBt. Diese An- 
nahme wurde auch von den UV- und IR-Spektren gestiitzt (siehe die 
Abb.), obwohl folgende Reaktionen des Herbipolins von den Eigen- 
schaften der Purine abwichen: 

Purine fallen im allgemeinen (Ausnahmen siehe 1. c.*) mit Ag® aus 
saurer Lésung, Herbipolin erst bei alkalischer Reaktion. 

Die Murexidprobe ist negativ (dies trifft jedoch auch fir andere 
Purine, z. B. Adenin zu). 

Herbipolin bildet ein auffallend gut kristallisierendes, schwer 1lés- 
liches Goldsalz. 

Von der Annahme ausgehend, daB es sich beim Herbipolin um ein 
Purinderivat handle, suchten wir die Stellung der beiden N-Methyl- 
gruppen und die der primaéren Aminogruppe zu ermitteln. 

Bei der Reaktion nach van Slyke entsteht aus einem Amino- 
hydroxypurin ein Dihydroxy-purin, also méglicherweise ein Xanthin- 
derivat. 


1 Vorlaufige Mitteil.: D. Ackermann u. P. H. List, Naturwissenschaften 
44, 513 [1957]. 

2 D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 308, 270 [1957]. 

3 D. Weissmann, Ph. A. Bromberg u. A. Gutmann, J. biol. Chemistry 
224, 407 [1956]. 
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Von den bereits bekannten drei Dimethylxanthin-Isomeren schied 
das Theophyllin, 1.3-Dimethyl-xanthin, als Reaktionsprodukt der Des- 
aminierung von Herbipolin wegen seines zu hohen Wasserstoffgehaltes 
schon tiberlegungsmaBig aus. Die Desaminierungsprodukte wurden mit 
den bekannten Dimethylxanthinen papierchromatographisch verglichen. 
Es konnten weder Theophyllin, Theobromin noch Paraxanthin gefunden 
werden. Vorausgesetzt also, daB die Aminogruppe nicht ausgerechnet in 
8-Stellung saB, konnten sich die Methylgruppen weder in 1- noch in 
3-Stellung befinden. Zum gleichen Resultat fiihrte auch der Nachweis 
der 2-Stellung der Aminogruppe, der nach Strecker* durch Oxydation 
des Herbipolins mit Chlorat und Salzsiure gefiihrt wurde. Strecker 
hatte gefunden, daB bei der Oxydation des Guanins Guanidin gebildet 
wurde. E. Fischer et al. konnten weiterhin feststellen, daB 1- bzw. 
3-Methylderivate des Guanins bei gleicher Oxydation zu Methylguanidin 
fiihrten. Die Reaktion liefert kein Guanidin bzw. Methylguanidin, 
wenn die Aminogruppe in 8-Stellung steht, obwohl auch hier Guanidin 
vorgebildet wire. 

Wir erhielten sowohl bei der Oxydation mit Chlor als auch bei 
Oxydation mit Permanganat in schwefelsaurer Lésung nach Fuchs® 
Guanidin, das papierchromatographisch, elementaranalytisch als Pikrat 
und durch Misch-Schmelzpunkt identifiziert wurde. Die nach Strecker 
durchgefiihrte Oxydation von Methylguanidin lieferte unverandertes 
Methylguanidin. Damit war nicht nur die Amino-Gruppe in 2-Stellung 
gesichert, sondern erneut bewiesen, daB die beiden Methylgruppen nicht 
in 1 oder 3 stehen konnten. 

Da zwei N-Methylgruppen gefunden worden waren, schien nur noch 
die Méglichkeit eines 7.9-Dimethyl-2-amino-8-hydroxy-purins gegeben 
zu sein. E. Fischer’ hat 7.9-Dimethyl-8-hydroxy-purin beschrieben und 
mitgeteilt, daB es genau wie 1.7-Dimethyl-6-hydroxy-purin in Alkalien 
unléslich sei. Dies erklairt sich aus dem Fehlen einer tautomeren Form. 
Herbipolin dagegen ist spielend alkaliléslich! 

Es blieb somit nur noch die Méglichkeit, daB beide Methylgruppen 
in 7- oder beide in 9-Stellung lagen, was in jedem Fall einen quartaren 
Stickstoff zur Folge haben muBte. Tatsichlich war die Reaktion auf 
quartére Ammoniumverbindungen und Betaine mit Kaliumhexacyano- 
ferrat(II) positiv. 

Die Frage nun, ob beim Herbipolin der Stickstoff in 7- oder der in 
9-Stellung dimethyliert sei, konnte durch einen Hydrolyseversuch nach 
Strecker und Rosengarten® geklirt werden. Diese fanden namlich, 
daB beim Erhitzen von Harnsiure im Bombenrohr mit starker Salzsadure 


4 E. Fischer, Untersuchungen in der Puringruppe, 8. 70, Verlag Springer 
1907. 

5 ]. c.3 und Ber. dtsch. chem. Ges. 30, 671 u. 2413 [1897]. 

6 H. Fuchs, Biochem. Z. 279, 413 [1935]. 

7 K. Fischer, 1. c.3, S. 149. 

8 1. ¢.3, S. 69. 
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auf 170 bis 200° Glykokoll entstand. Behandelten sie Coffein auf dic 


gleiche Art, so erhielten sie Sarkosin. 


Wir muBten also bei einer gleichartigen Hydrolyse N-Dimethyl- 
glycin erhalten. Die papierchromatographische Untersuchung des 
Reaktionsproduktes der Bombenrohr-Hydrolyse ergab in der Haupt- 
sache Sarkosin, daneben aber auch geringe Mengen von Glycin und 
Dimethylglycin. Ein gleicher Versuch mit Sarkosin ergab nur Sarkosin 


und geringe Mengen Glycin. 
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Alt) —— 
IR-Spektren (Perkin-Elmer, gespreBt in KBr): a) Herbipolin, b) Guanin. 
Somit besitzt das eaetigyotin die Struk- rd C_O° CH, 

i 7 - \ | ,CH 
tur eines 7.7-Dimethyl-2-amino-6-hy HNC) Gon cOs 
droxy-purins. ScH 

Seine Betainstruktur erklart leicht seine N—C NY 


Léslichkeit in Alkalien und auBerdem die Bil- 
dung des gut kristallisierenden, schwerléslichen Goldsalzes. 


Beschreibung der Versuche 


Die waBrige Lésung der Base reagiert schwach alkalisch und zeigt Fallungs- 


mitteln gegeniiber folgendes Verhalten: 


Salpetersaures Silbernitrat 


ammoniakal. Silberlésung ao 

Phosphorwolframsaure + 

Pikrinsaure + (schwerlésl. krist. Fallung) 
Flaviansaure =e 
Goldchloridchlorwasserstoffsiure -+ (zieml. schwerlésl. krist.) 
waBr. Quecksilberchloridlésung + (schwerldsl. krist.) 
Dipikrylaminmagnesiumlésung + (krist.) 


Kaliumhexacyanoferrat(IT) in HCl f- (weiBe Fallung) 





SI 


a ae ae ae ee a 
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Farbreaktionen: Die Murexidprobe ist ebenso wie die Diazo-, Sakaguchi-, 
Millon- und Ninhydrin-Probe negativ. 

\-Methyl-Bestimmungen* 

Sie wurden simtlich mit der freien Base bzw. den Salzen durchgefiihrt, die 
sich in der ersten Arbeit? als rein erwiesen hatten. 

Freie Base: 3,481 mg Sbst.: 6,340 mg AgJ. 

CH,ON, (1792) Ber. 1 (N)-CH, 8,39 2 (N)-CH, 16,78 Gef. 2 (N)-CH, 11,66 

Hydrochlorid: 3,891 mg Sbst.: 7,480 mg AgJ. 

C,H,ON;-HCI (215,6) Ber. 1 (N)-CH, 6,97 2 (N)-CH, 13,94 Gef. 12,31 

Pikrat: 3,422 mg Sbst.: 3,340 mg AgJ. 

C,H,ON;'C,H,0,N;, (408.3) Ber. 1 (N)-CH, 3,68 2 (N)-CH, 7,36 Gef. 6,25 

Chloroaurat: 6,439 mg Sbst.: 4,140 mg AgJ. 

C,H,ON;-HAuCl, (519,2) Ber. 1 (N)-CH, 2,90 2 (N)-CH, 5,79 Gef. 4,12 
Da die Werte bei N-Methylbestimmungen erfahrungsgema8B immer zu tief aus- 
fallen, sind durch obige Zahlen zwei Methylgruppen an N erwiesen. 

Desaminierung nach van Slyke: 14,76 mg Sbst.: 2,220 ccm N, (742 mm, 
22°). (,H,ON,(179,2) Ber. (NH,)N 7,82 Gef. 6,97 

Somit liegt eine Aminogruppe vor. 

Oxydation mit Permanganat (nach Fuchs‘): 14,76 mg freie Base, in 
3cem 2-n.H,SO, gelést, wurden mit 4 ccm 4-proz. Natriumpermanganatlésung 
2 Stdn. bei 64° gehalten. Nach Zugabe weiterer 2 cem 2-n. H,SO, wurde aufgekocht 
und mit 2,2 cem gesittigter Oxalsiurelésung entfarbt. Nachdem das Mangan- 
dioxydhydrat mit 5 cem 2-n.NaOH ausgefallt und abgekiihlt worden war, wurde 
filtriert, mit etwas Schwefelsiure versetzt, bis die Reaktion nur noch schwach 
alkalisch war, und im Vak. zur Trockne verdampft. Durch zweimaliges Aufnehmen 
mit Alkohol lieB sich das Natriumsulfat fast ganz beseitigen, worauf mit Natrium- 
pikratlésung gefallt wurde. Das krist. Pikrat (9,6 mg) wurde umkristallisiert und 
schmolz wie Guanidinpikrat bei 318—321°. Der Misch-Schmelzpunkt zeigte 
keine Depression. 

CH,N,-CgH,0,N, Ber. C 29,14 H 2,80 Gef. C 29,17 H 3,41 

Oxydation mit Natriumchlorat und Salzsaure: 21,4 mg freie Base, 
in 2 cem 20-proz. Salzsiure ohne Erwarmen gelést, wurden mit 12,8 mg Natrium- 
chlorat versetzt. Nach einiger Zeit wurde das iiberschiissige Chlor im Vak. be- 
seitigt und die Lésung auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft. Das Natrium- 
chlorid entfernten wir mit Alkohol und fallten dann mit Natriumpikrat. Die 
Fallung (7,3 mg) zeigte den Schmelzpunkt des Guanidinpikrates. 

CH;N,:C,H,;0,N, Ber. C 29,14 H 2,80 Gef. C 29,28 H 3,20 

Hydrolyse mit Salzsaure unter Druck: 9,6 mg freie Base wurden mit 
1 eem konz. Salzsiure im Einschmelzrohr 12 Stdn. auf 190° erhitzt. Nach Abkiihlen 
wurde die farblose Lésung auf dem Wasserbad vom gréBten Teil der Salzsiure 
befreit. Den Rest fallten wir mit Silbersulfatlésung, beseitigten das iiberschiissige 
Silber aus dem Filtrat mit Schwefelwasserstoff und die Schwefelsiure mit Baryt- 
wasser im UberschuB. Das Filtrat vom Bariumsulfat wurde mit CO, behandelt, 
das Bariumcearbonat abfiltriert und der Rest des Bariumcarbonats nach Eindampfen 
zur Trockne beseitigt. Der nach Verdunsten der klaren Lésung verbleibende Riick- 
stand léste Kupfercarbonat in der Hitze mit blauer Farbe. Im Papierchromato- 
vgramm konnten mit Folins Reagens 3 Flecken nachgewiesen werden, die mit 
Glycin (Rp 0,09), Methylglycin (= Sarkosin) (Ry 0,12) und Dimethylglycin 
(Ry 0,19) identisch waren. Zum Vergleich liefen die drei Substanzen im gleichen 
Chromatogramm mit. Dimethylglycin wurde aus synthetisch dargestelltem, reinem 
Chloroaurat (Gef. C 10,90, H 2,37, Au44,14 — Ber.C 10,84, H 2,28, Au 44,50) gewon- 
nen. Papier: S & S 2043b MGI. Lésungsmittel: Butanol: Eisessig: Wasser = 6:1:2. 


* Samtliche Analysen von Dr.-Ing. A. Schoeller, Kronach. 
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Tierversuch: Eine 20g schwere Maus bekam subcutan 10,7 mg freies 
Herbipolin nacheinander in 2 Portionen. Sie zeigte keinerlei Erscheinungen und 
blieb am Leben. Der auf Papier aufgefangene Harn wurde wieder in Lésung ge- 
bracht, eingedampft und mit einigen Tropfen Goldchloridchlorwasserstoffsiure 
gefallt. Die spairliche, dunkle, schmierige Fallung saugten wir ab und verwandelten 
sie mit Silberpulver in eine Lésung des Chlorids. Dieses gab papierchromatogra- 
phisch genau wie Herbipolin den Ry-Wert 0,07 in Butanol: Kisessig: Wasser 
= 6:1:2. Die Base wird:also mit dem Harn wieder ausgeschieden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel. Weiterhin danken wir Herrn Dr. Gunnar Gustafson, 
Kristineberg, fiir die Beschaffung des wertvollen Ausgangsmaterials, den Herren 
Dr. Arnold, Asta-Werke Brackwede, und Dr. Scholze, Max-Planck-Institut 
fiir Silikatforschung Wiirzburg, fiir die IR-Spektren. 


Zusammenfassung 


Das aus dem Riesenkieselschwamm (Geodia gigas) gewonnene 
Herbipolin ist 7.7-Dimethyl-2-amino-6-hydroxy-purin. Es wird bei 
der Maus nach subcutaner Injektion im Harn wieder ausgeschieden. 


Summary 
Herbipoline, obtained from the giant siliceous sponge Geodia gigas, 
has been shown to be 7.7-dimethyl-2-amino-6-hydroxypurine. The 
substance is excreted in the urine of the mouse after subcutaneous 
injection. 








